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Resumo 
 
Na membrana plasmática de Saccharomyces cerevisiae já foram 
identificados domínios lipídicos compostas maioritariamente por esteróis e/ou 
esfingolípidos, podendo apresentar-se organizadas duma forma semelhante a uma 
fase líquido ordenado (lo). No entanto, os princípios biofísicos da formação e 
funcionamento desses domínios ainda não são totalmente conhecidos. Neste 
trabalho foram utilizadas técnicas de espectroscopia de fluorescência em estado 
estacionário e resolvidas no tempo para caracterizar propriedades biofísicas de 
diversas misturas lipídicas que mimetizam os domínios da membrana plasmática 
da levedura, de modo a esclarecer aqueles princípios.  
Foram estudados os sistemas binários 1-Palmitoíl-2-oleoíl-sn-glicero-3-
fosfocolina (POPC)/ ergosterol e POPC/ fitoceramida, que mimetizam o papel dos 
esteróis e esfingolípidos na formação de domínios, respectivamente, com as sondas 
ácido trans-parinárico (t-PnA) e difenil-hexatrieno (DPH). Confirmou-se a 
formação de uma fase lo induzida pelo ergosterol, de acordo com resultados da 
literatura, ao passo que a fitoceramida a baixas concentrações tem a capacidade de 
induzir a formação de fases gel de elevada rigidez. Neste trabalho é proposto um 
diagrama de fases do tipo peritéctico para o sistema POPC/fitoceramida (C18:0), 
com extensas regiões de coexistência de fases gel/fluido.  
Concluiu-se também que o t-PnA é útil para identificar os domínios ricos em 
fitoceramida, mas o DPH não consegue detectar alterações biofísicas entre os 
modelos com ergosterol e fitoceramida. Assim, para além destas sondas foi 
utilizada a sonda 4,4-AminoNafetilEtenilPiridínio sensível ao potencial (Di-4-
ANEPPS) pertencente a uma família de sondas cujas propriedades de fluorescência 
são reconhecidamente sensíveis à presença de colesterol. Foram analisados 
comparativamente os sistemas binários de 1,2-Dipalmitoíl-sn-glicero-3-fosfocolina 
(DPPC), POPC e palmitoil-esfingomielina (PSM) com colesterol, ergosterol e 
fitoceramida. Os resultados obtidos mostram que a sonda tem uma resposta 
fotofísica adequada (desvios para o azul no espectro de emissão e aumento dos 
tempos de vida de fluorescência) para identificar fases ricas quer em colesterol, 
XIV 
 
quer em ergosterol, e uma vez que não é sensível a presença de fitoceramida, 
permitirá em estudos posteriores distinguir domínios ricos nesta de domínios 
ricos naqueles. 
 
Palavras chave: 
Fitoceramida; 
Jangadas lipídicas; 
Sonda de potencial de membrana Di-4-ANEPPS; 
Espectroscopia de fluorescência;  
Ergosterol. 
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Abstract 
 
Different domains have been identified in the plasma membrane of 
Saccharomyces cerevisiae, which are ergosterol and/or sphingolipid-enriched, and 
may be organized in a liquid ordered (lo)-like phase. However, the biophysical 
principles underlying the formation and function of those domains are not fully 
understood. In the present work, fluorescence spectroscopic techniques, both 
steady-state and time-resolved, were used to characterize the biophysical 
properties of several lipid mixtures mimicking yeast plasma membrane domains, 
in order to understand those principles.  
The binary systems 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(POPC)/ ergosterol and POPC/ phytoceramide, that mimic the role of sterols and 
sphingolipids in domain formation, respectively, were studied with the probes 
trans-parinaric acid (t-PnA) and diphenyl-hexatriene (DPH). The formation of a lo 
phase induced by ergosterol was confirmed, in agreement with the literature, 
whereas phytoceramide at low concentrations is able to induce the formation of a 
highly rigid gel phase. In this work, a peritectic phase diagram is proposed to 
describe the behaviour of the POPC/phytoceramide (C18:0) system. The diagram 
displays extensive gel/fluid coexistence regions.  
It was also concluded that t-PnA is useful to identify phytoceramide-
enriched domains. However, DPH is unable to distinguish biophysical properties of 
ergosterol and phytoceramide containing model systems. Thus, in addition to 
those probes, the probe (4,4-AminoNaphthylEthenylPyridinium) Di-4-ANEPPS was 
also used, because it belongs to a family of probes recognizably sensitive to 
cholesterol. The binary systems 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DPPC), POPC and palmitoyl-sphingomyelin (PSM) with cholesterol, ergosterol and 
phytoceramide. The results obtained show that the probe has a proper 
photophysical response (blue-shifts of the emission spectra and increase of 
fluorescence lifetimes) for identifying phases that are cholesterol- and ergosterol -
enriched. Once that the probe is insensitive to the presence of phytoceramide, it 
XVI 
 
will allow in future studies to distinguish domains formed by the former from 
those formed by the latter. 
 
Palavras chave: 
Phytoceramide; 
Lipid rafts; 
Membrane potential dye Di-4-ANEPPS; 
Fluorescence spectroscopy; 
Ergosterol. 
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1. Introdução 
 
 
1.1. Estrutura e organização das membranas biológicas 
 
 O estudo de membranas biológicas e de sistemas modelo de membranas 
tem vindo a ser cada vez mais uma importante área da investigação em Bioquímica 
e Biofísica. Os principais pontos de interesse situam-se na compreensão da relação 
entre a organização e composição lipídica da membrana e a sua função, pois uma 
quantidade crescente de evidências sugere que a organização espacial dos lípidos 
das membranas desempenham papéis activos em diversos processos biológicos 
(Simons e Van Meer, 1988; Mukherjee e Maxfield, 2004; Sonnino et al., 2006). 
Desde o início do século XX, com o aparecimento dos primeiros modelos 
estruturais de membranas, que estas são reconhecidas como entidades muito 
importantes da célula, pois desempenham um papel fundamental quer na 
separação do meio interno da célula do seu exterior quer na separação dos 
diversos organelos intracelulares (Gennis, 1989). Para além de definirem 
compartimentos, as membranas controlam todo o tipo de interacções entre o 
interior e o exterior desses compartimentos. Do ponto de vista bioquímico, a 
maioria dos processos celulares fundamentais ocorre em membranas, ou envolve 
membranas de certa maneira (por exemplo, o transporte de metabolitos através da 
membrana é muitas vezes um passo de regulação celular).  
É hoje aceite que a unidade estrutural básica de todas as membranas é a 
bicamada lipídica. Para além disso, estas estruturas apresentam uma elevada 
diversidade, quer de proteínas, quer de modos de interacção com outros 
componentes citosólicos (reconhecimento célula-célula, moléculas receptoras de 
sinalização que induzem respostas celulares) assim como heterogeneidade no 
plano lateral (de Almeida e Loura, 2004). 
Nos primeiros modelos utilizados para descrever as membranas biológicas, 
estas eram consideradas entidades marcadamente estáticas (Edidin, 2003). Em 
1972, Singer e Nicolson propõem o modelo do “mosaico fluido” (Figura 1), que 
considera a membrana formada por uma bicamada fosfolipídica fluida, na qual as 
proteínas globulares são livres para se difundirem e estão embebidas ou imersas 
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em diferentes graus (proteínas periféricas ou intrínsecas). A aparência global 
aleatória da distribuição dos lípidos e proteínas confere à membrana um aspecto 
de mosaico. Contudo este modelo não contempla de uma forma explícita a 
presença de domínios laterais no plano da membrana (domínios), a assimetria 
transmembranar, bem como a forte interacção da membrana plasmática com o 
citosqueleto (Edidin, 2003). Deste modo, na presente década, a membrana deixa de 
ser vista como uma estrutura fluida de duas dimensões passando a ser 
caracterizada como um fluido compartimentalizado. Esta compartimentalização 
deve-se essencialmente ao citosqueleto e a proteínas transmembranares e juntos 
parecem resolver os dois grandes problemas da difusão molecular na membrana 
plasmática que o modelo de Singer e Nicolson não conseguia resolver. Estes 
problemas estão relacionados essencialmente com o “trapping” temporário 
induzido por oligómeros e com o coeficiente de difusão dos constituintes 
membranares menores na membrana plasmática do que em sistemas modelo, por 
um factor de 5-50 vezes (Kusumi et al., 2005). 
Alguns aspectos transversais aos novos modelos são também a importância 
das interacções lípido-proteína e proteína-proteína na formação de diferentes 
níveis hierárquicos de organização das biomembranas, bem como a assimetria 
transversal de composição lipídica e a sua relação com o estabelecimento de redes 
de interacções com a matriz extracelular no folheto externo e com o citosqueleto 
no folheto interno (Anderson e Jacobson, 2002; Devaux e Morris, 2004; Pérez-Gil et 
al., 2006; Epand, 2006.)  
 
Figura 1 – Diagrama esquemático do modelo do mosaico fluido (adaptado de Edidin, 
2003). 
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1.2. Sistemas modelo de membranas biológicas: lipossomas ou 
vesículas 
 
De modo a tentar reproduzir as propriedades das membranas biológicas, 
podem ser construídos diferentes sistemas modelo, sendo cada tipo indicado para 
determinadas aplicações. Os sistemas modelo podem ter uma complexidade muito 
variável, podendo ser constituídos por um único lípido, ou por misturas de vários 
lípidos de diferentes classes, e incluir ou não proteínas. Hoje em dia já existem 
protocolos para preparar lipossomas com composições diferentes em cada 
monocamada mimetizando melhor as condições da membrana (Cheng et al., 
2009). Apesar disso, são muitas vezes utilizadas vesículas com uma distribuição 
simétrica entre monocamadas pois constituem também uma simplificação ao 
problema da complexidade organizacional da membrana. Embora sejam mais 
simples, estes sistemas mimetizam adequadamente as interações lípido-lípido na 
membrana, permitindo-nos definir com maior clareza parâmetros biofísicos de 
diferentes constituintes da mesma. Assim, os sistemas modelo tornam-se bastante 
importantes pois, para além de permitirem identificar os parâmetros mais 
relevantes para descrever processos de membrana, servem como suporte à análise 
de membranas em sistemas vivos (Edidin, 2003; Simons e Vaz, 2004). 
Os sistemas mais utilizados para estudar as propriedades da membrana são 
os lipossomas ou vesículas que separam o meio aquoso interno do meio externo 
(de Almeida e Loura, 2004). Estas vesículas são constituídas por uma bicamada 
lipídica e podem apresentar diferentes tamanhos e organizações. As vesículas 
multilamelares (MLV) formam-se espontaneamente após a adição de lípidos à 
água, e são caracterizadas por apresentarem diversas camadas sobrepostas 
(Figura 2). As MLVs são fáceis de preparar, visto que a maior parte dos lípidos com 
duas caudas hidrófobas se associam espontaneamente em água formando esse tipo 
de vesícula a concentrações baixas (~10-11 M) (Sackmann, 1995). São o sistema 
mais indicado para estudar as propriedades termotrópicas da membrana, pois 
apresentam a mais elevada cooperatividade de transição de fase. Apesar disso, não 
são as mais indicadas para outras aplicações, em que seja necessário que as 
vesículas possuam apenas uma bicamada lipídica. Existem técnicas para formar 
vesículas deste tipo, denominadas de vesículas unilamelares, que apresentam 
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várias vantagens em relação às MLVs. Por um lado, as suas dimensões são menores 
e mais facilmente controladas que as das MLVs, reduzindo, por exemplo, a 
dispersão de luz e melhorando a qualidade dos resultados de experiências 
envolvendo espectroscopias e microscopias ópticas. Para além disso, a distribuição 
de solutos através das várias membranas das MLVs, após injecção de solutos 
hidrófilos, terá uma preferência de incorporação na camada externa, dependendo 
da eficiência de translocação do soluto (Yeagle, 1993). 
A classificação mais usual das vesículas unilamelares baseia-se no tamanho. 
As vesículas unilamelares pequenas (SUV) são as que apresentam diâmetro entre 
25 e 50 nm com elevada tensão superficial. São normalmente preparadas por 
sonificação de potência e são bastante utilizadas para fazer estudos envolvendo 
deposição de membranas (e.g. Chiantia et al., 2006; Ira e Johnston, 2008). As 
vesículas unilamelares grandes (LUV) têm um diâmetro superior a 50 nm, fácil de 
controlar, pois este depende do diâmetro de poro do filtro utilizado na sua 
preparação (ver Materias e Métodos). Podem ainda ser preparadas, geralmente 
por electroformação, vesículas unilamelares gigantes (GUV) que, geralmente, 
apresentam dimensões superiores a 500 nm, mas podem ser do tamanho de 
células (até 300 μm) (Bagatolli et al., 2000).  
A formação das bicamadas lipídicas e dos lipossomas por dispersão de 
lípidos numa solução aquosa é consequência da estrutura dos lípidos. Estas 
moléculas têm propriedades anfifílicas, pois são constituídas por duas regiões 
distintas: uma cabeça polar, que contacta com o meio aquoso exterior, e uma cauda 
não polar que, por ser hidrófoba, fica no interior da bicamada, não contactando 
com o meio aquoso (Nelson e Cox, 2005). 
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Figura 2 – Representação esquemática da estrutura de diferentes tipos de vesículas 
(adaptado de de Almeida e Loura, 2004). 
 
 
1.3. Uso de sondas fluorescentes no estudo de sistemas modelo 
membranares 
 
Frequentemente, são utilizadas sondas fluorescentes com o objectivo de 
estudar as vesículas anteriormente discutidas (Figura 3). Estas sondas, quando 
possuem propriedades anfifílicas ou quando são apolares, têm a capacidade de se 
incorporar na membrana, permitindo caracterizar o ambiente em seu redor, 
denominando-se assim de sondas de membrana (de Almeida et al., 2009). A 
incorporação está relacionada com o coeficiente de partição membrana-água (Kp) 
que indica a preferência que a sonda tem para se incorporar na membrana ou em 
determinados domínios desta. Nesta medida, o ácido 9,11,13,15-todas trans-
octadecatetraenóico (t-PnA) (Figura 3A) tem uma preferência de incorporação 
pelas fases mais ordenadas, como é o caso dos domínios de gel, apresentando um 
rendimento quântico maior nestes domínios quando comparado com domínios 
mais fluidos (Silva et al., 2007; Sklar, 1980; Castro et al., 2007). Esta preferência de 
incorporação nos domínios de gel é pouco comum em sondas de fluorescência. 
Geralmente observa-se o contrário, ou seja, uma incorporação independente da 
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rigidez da membrana ou com uma preferência mais ou menos marcada de 
incorporação no fluido. Como exemplo destes casos, podem-se mencionar o 1,6-
Difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Figura 3B) e seus derivados (Lentz e Burgess, 
1989) e o N-(lissamina Rodamina B sulfonil)-dioleoilfosfatidiletanolamina 
(Rodamina-DOPE) (de Almeida et al., 2007). Neste trabalho foi utilizado também o 
4,4-AminoNafetilEtenilPiridínio sensível ao potencial de membrana (Di-4-ANEPPS) 
(Obaid et al., 2004), mas ainda não existe na literatura um valor de coeficiente de 
partição gel/fluido (Kpg/f). No entanto, uma vez que o colesterol altera o potencial 
de dipolo da membrana, as sondas desta família podem ser úteis para a 
identificação e caracterização de domínios ricos em colesterol (e.g. Owen et al., 
2006), ou em outros esteróis promotores de jangadas. Assim, a utilização conjunta 
de sondas com diferentes incorporações permite obter informação complementar 
sobre o sistema.  
                       
 
 
 
 
Figura 3 – Representação esquemática de sondas de fluorescência. (A) 1,6-Difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH); (B) Ácido 9,11,13,15-todas trans-octadetetraenóico (t-PnA); (C) 4,4-
AminoNafetilEtenilPiridínio sensível ao potencial (Di-4-ANEPPS). 
 
1.4. Organização estrutural dos lípidos nas membranas 
 
As estruturas das fases lipídicas das membranas têm sido obtidas sobretudo 
por difracção de raios-X (Figura 4) (de Almeida e Loura, 2004). As cabeças dos 
fosfolípidos orientam-se paralelamente ao plano da bicamada. Contudo, o seu grau 
de proximidade pode variar. Este empacotamento lipídico está intimamente 
relacionado com a composição da membrana. Na ausência de esteróis existem 
diferentes fases lamelares (L) que se caracterizam pela organização dos lípidos em 
bicamada com pequena ou nenhuma curvatura, podendo considerar-se por isso 
A B 
C 
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quase-planares a nível mesoscópico, e fases quase lamelares (por exemplo, P, de 
periódica, que em imagens de microscopia electrónica se caracterizam por terem 
uma superfície em forma de “onda”), de sistemas lipídicos ( αL , βL  ou 
'
βL , 
'
βP , cL  
ou 'cL ) (Gennis, 1989). Estas conformações são denominadas de fluida (índice α), 
gel (índice β) e cristalina (índice c). O apóstrofo significa que existe uma inclinação 
das cadeias acilo relativamente à normal da bicamada. Na fase cristalina ( cL  ou 
'
cL ), as moléculas organizam-se também em bicamada, embora entre bicamadas o 
número de moléculas de água seja o mínimo para estabilizar a organização 
cristalina, e uma das cadeias acilo de cada lípido está dobrada no segundo átomo 
de carbono, de modo a que os planos das duas cadeias duma mesma molécula 
sejam aproximadamente paralelos, melhorando o empacotamento. A fase gel ( βL  
ou 'βL ) é mais hidratada e menos densamente empacotada do que a fase cristalina, 
mas em qualquer uma destas fases as cadeias acilo estão maioritariamente na 
conformação todas-trans, isto é, completamente distendidas. Deste modo, a 
espessura da região da bicamada correspondente às cadeias é semelhante ao valor 
usual para esta conformação, o que dá ~4,5 nm para cadeias 16:0. Contudo, na fase 
fluida ou líquida cristalina ( αL ), a espessura é apenas de ~3,5 nm. Esta redução 
deve-se ao facto das cadeias acilo perderem a conformação todas-trans 
apresentando as suas cadeias distorcidas (de Almeida e Loura, 2004). Na 
conformação trans os átomos de carbono adjacentes aos átomos de uma dada 
ligação têm orientações opostas. 
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Figura 4 – Estrutura esquemática de várias fases comuns em sistemas lipídicos (de 
Almeida e Loura, 2004). 
 
1.4.1. Transições de fase termotrópicas 
 
 
A transição de um lípido entre as fases descritas anteriormente pode 
ocorrer por variação de temperatura, denominando-se nesse caso de transições 
termotrópicas.  
O estudo de transição de fases é tradicionalmente realizado por 
calorimetria diferencial de varrimento (DSC), mas qualquer técnica sensível a 
propriedades estruturais das fases lipídicas pode ser informativa, como técnicas 
espectroscópicas de fluorescência (Figura 5), infra-vermelhos ou NMR ou por 
difracção de raio-X (de Almeida e Loura, 2004). 
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Figura 5 – Variação de anisotropia de fluorescência do t-PnA em MLV’s de POPC 70mol% 
N-nervonoil-ceramida em função da temperatura, em que Ti, Tm e Tf correspondem às 
temperaturas de transição de fase gel-fluido inicial, média e final, respectivamente. 
(adaptado de Pinto et al. 2008). 
 
As transições de fase nos sistemas lípido-água, a pressão constante, são 
normalmente originadas por variações na temperatura (transições termótropicas), 
embora também possam ocorrer por variações no teor de água (transições 
liotrópicas). A transição principal de fase dá-se à temperatura Tm, temperatura à 
qual a redução em energia livre resultante do aumento de entropia devida aos 
defeitos de cadeia, contrabalança o decréscimo na energia coesiva da bicamada 
resultante da expansão lateral e do custo entálpico da criação de cadeias 
distorcidas. Corresponde, então, à fusão das cadeias (daí o índice inferior em Tm, de 
“melting”) e à origem da fase fluida. Esta transição dá-se, normalmente, em menos 
de um segundo para sistemas constituídos apenas por um componente, sendo um 
pouco mais demorada para sistemas com um número superior de componentes. 
Quando as membranas são aquecidas à temperatura de transição existe um 
equilíbrio de fases no qual se observa um aumento de permeabilidade a vários 
solutos, como sondas, devido muito provavelmente ao aparecimento de 
descontinuidades entre a fase gel e a fase fluida (Yeagle, 1993). 
 
A Tm aumenta com o comprimento da cadeia acilo, porque o aumento de 
entalpia relativo é maior do que o aumento de entropia, tornando-se mais difícil 
distorcer a cadeia. Esta regra só se aplica a uma série homóloga de fosfolípidos, 
 
 
  
Ti 
Tm 
Tf 
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uma vez que quando se compara o comportamento de fosfolípidos saturados com 
o de insaturados, estes últimos, devido à sua dupla ligação, apresentam uma Tm 
inferior dado que esta destabiliza a organização das cadeias acilo (de Almeida e 
Loura, 2004). Esta diminuição é pequena se a dupla ligação se encontrar perto do 
início ou do extremo da cadeia, mas quando esta se localiza no centro a mudança é 
significativa (Yeagle, 1993). 
Para além do comprimento e grau de insaturação das cadeias acilo, a Tm é 
alterada pelo tamanho da cabeça polar e teor de água. Assim, para lípidos com 
cabeças polares mais hidratadas (quer por aumento do teor de água, quer devido à 
própria estrutura do grupo polar) e apesar de caudas semelhantes, a temperatura 
de transição principal decresce (de Almeida e Loura, 2004). A excepção dá-se para 
alguns esfingolípidos, em particular com modificações glicídicas, uma vez que 
determinadas moléculas desta família têm a capacidade de estabelecer uma rede 
de ligações por hidrogénio ao nível da interface lípido-água que evitam a 
penetração desta para o interior da bicamada e estabilizam a fase em que as 
cadeias se encontram mais ordenadas (Sonnino et al., 2006). Este assunto voltará a 
ser abordado um pouco mais à frente. 
 
1.4.2. Sistemas binários fosfolípido/esterol e fosfolípido/ceramida 
 
 
Os esteróis são componentes importantes para a estrutura e função das 
biomembranas das células eucariotas; são moléculas anfifílicas com pequenas 
cabeças polares, pois contêm apenas um grupo hidróxilo. Estes intercalam-se entre 
as cadeias acilo da membrana, ficando o grupo hidróxilo junto das cabeças dos 
fosfolípidos. Em particular, o colesterol e o ergosterol estão associados a 
membranas de mamíferos e de levedura, respectivamente (Nelson e Cox, 2005). 
Um método particularmente eficaz de estudar o efeito de esteróis em 
biomembranas é caracterizar a interacção lípido-esterol bem como o seu 
comportamento, tanto em sistemas de bicamadas lipídicas como em células (Hsueh 
et al., 2007). 
Na presença de esteróis, o comportamento de fases torna-se mais complexo 
e foi necessário desenvolver uma nomenclatura apropriada. Assim, são utilizados 
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os termos ordenado e desordenado, para descrever a natureza da conformação das 
cadeias acilo, enquanto que os termos sólido e líquido descrevem a natureza da 
fase (Ipsen et al., 1987). Também nestes sistemas mais complexos são encontradas 
várias fases lamelares (e.g. Hsueh et al., 2007; Gao et al., 2008). Tipicamente, o 
diagrama de fases de uma mistura binária é representado por um gráfico de 
temperatura em função da concentração de lípido. Na Figura 6 está representado 
um diagrama deste tipo, na qual podemos observar que a mistura apresenta 
diferentes fases de acordo com a temperatura e com a quantidade de ergosterol 
presente no sistema.  
Temperaturas inferiores à temperatura de transição de fase principal 
originam a formação de domínios sólido ordenado (so, ou gel), que dependendo da 
quantidade de ergosterol podem coexistir ou não com domínios líquido ordenado 
(lo). Em ambos os casos, como referido anteriormente, as cadeias acilo dos lípidos 
constituíntes do sistema encontram-se distendidas. A presença de domínios gel 
devido à presença de ceramidas está muitas vezes associada a condições de stress 
ou morte celular, uma vez que a membrana se encontra num estado demasiado 
ordenado que impede a realização de processos fundamentais à célula (Sawai e 
Hannun, 1999). Por outro lado, a presença de domínios ordenados (lo) é bastante 
importante para o normal funcionamento da célula, uma vez que estes domínios 
servem muitas vezes como locais de iniciação de cascatas de sinalização em 
resposta a estímulos exteriores, como exemplo deste tipo de domínios temos as 
jangadas lipídicas (Xu et al., 2001). 
Temperaturas superiores à temperatura de transição de fase principal 
promovem a formação de domínios mais fluidos. De acordo com a quantidade de 
esterol estes podem ser desordenados (ld) ou ordenados (lo). Embora nem todos 
os esteróis tenham a capacidade de formar domínios ordenados (Xu et al., 2001), o 
colesterol e o ergosterol intercalam-se entre os lípidos da membrana e ordenam as 
cadeias acilo. Para baixas concentrações destes esteróis a membrana encontra-se 
na forma de líquido desordenado. Mas quando a sua concentração é aumentada, 
observa-se uma coexistência de fases ld+lo. Esta parece ser a forma mais adequada 
para descrever a membrana plasmática, uma vez que, por apresentar domínios ld 
tem as características de um fluido, mas ao mesmo tempo apresenta domínios 
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ordenados que representam a compartimentalização membranar com a presença 
de jangadas lipídicas e interacção do citosqueleto com a membrana (Anderson e 
Jacobson, 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 – Diagrama de fases parcial do DPPC/ergosterol. (so) repesenta os domínios de 
sólido ordenado ou gel, (lo) os domínios de líquido ordenado e (ld) os domínios de líquido 
desordenado. As regiões onde estão repersentadas mais do que uma fase devme-se à 
coexistência das mesmas (Hsueh et al., 2005). 
 
O fosfolípido maioritário na membrana de levedura de Saccharomyces 
cerevisiae é o 1-Palmitoíl-2-oleoíl-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) (Guan e Wenk, 
2006). Este caracteriza-se por apresentar uma cadeia acilo saturada com 16 
átomos de carbono e outra com 18 e uma insaturação. Este lípido tem uma 
temperatura de transição de fase de −2,9 ± 1,3°C (de Almeida et al., 2003) 
encontrando-se por isso na fase fluida à temperatura ambiente. Assim, o sistema 
modelo mais simples, e muitas vezes utilizado, para estudar as interações lípido-
esterol que ocorrem nas membranas de levedura é o sistema POPC/ergosterol 
(Hsueh et al., 2007). Na literatura já existem diagramas de fase para esta mistura 
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lipídica (Silva et al., 2006a). Na Figura 7 a mistura POPC/ergosterol está 
representada pelos pontos a cheio, , enquanto que os pontos vazios, , 
representam a mistura POPC/colesterol. Neste diagrama podemos observar que o 
aumento da fracção molar de esterol promove a organização das cadeias acilo. 
Dependendo da temperatura a transição de fase dá-se a concentrações de esterol 
maiores ou menores. Para a temperatura ambiente de 24ºC, que foi a utilizada 
neste trabalho, podemos observar que a fase lo se começa a formar aos 13 mol% 
de ergosterol, enquanto a fase ld dissolve-se completamente aos 41mol% de erg.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – Diagrama de fases parcial da mistura POPC/esterol. , ergosterol; , colesterol 
(Silva et al., 2006a). 
  
Na Figura 5 está representada a anisotropia de fluorescência em estado 
estacionário do t-PnA incorporado em MLVs de POPC/nervonoilceramida (Ncer) 
(70:30 mol:mol) em função da temperatura (Pinto et al., 2008). Para temperaturas 
baixas, o valor de anisotropia é elevado (~0,3) e característico da fase gel (G), e 
para temperaturas elevadas, o valor é baixo (~0,1) e típico da fase fluida (F). Entre 
estes dois regimes em que a variação de anisotropia com a temperatura é 
relativamente pequena, encontra-se a gama de temperaturas na qual a sonda 
detecta a fusão dos domínios G para domínios F (entre Ti e Tf). A partir da Figura 
podemos observar ainda que para um sistema composto por mais do que um lípido 
não se obtem uma mudança de fase apenas a uma temperatura mas sim para uma 
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gama relativamente larga de temperaturas, uma vez que ocorre geralmente uma 
separação de fases G-F, assunto a ser desenvolvido mais adiante. Apesar disso, 
muitas vezes indica-se uma temperatura média de fusão, que também se designa 
por Tm, que permite comparar a estabilidade térmica da fase gel entre diferentes 
sistemas lipídicos complexos (Silva et al., 2007). A elaboração destes estudos de 
anisotropia em função da concentração de lípido permitem definir o intervalo de 
temperaturas ao qual ocorrem as transições de fase permitindo em última análise 
construir um diagrama de fases.  
Os diagramas de fases para misturas lipídicas são bastante difíceis de 
calcular devido à sua complexidade. Na Figura 8 está representado um exemplo de 
diagrama de fase para a mistura POPC/Ncer na qual podemos observar uma fase 
fluida e algumas fases gel, indicativo do papel organizador da ceramida. Na Figura, 
para além da fase fluida (F) e da coexistência de fase gel parcialmente interdigitado 
+ fluido (Gp+F), separadas pela linha 1, são também observadas outras fases. Estas 
fases Gp correspondem a uma interdigitação parcial, ou seja, uma vez que a Ncer 
apresenta uma cadeia com 24 carbonos e 1 insaturação e a outra com 18 carbonos 
e 1 insaturação as cadeias longas podem alinhar-se com as cadeias mais curtas 
ocupando os espaços livres deixados por estas. Para além destes domínios são 
também encontrados domínios de gel com interdigitação misturada (Gm), ou seja, 
as cadeias mais curtas alinham-se umas com as outras, como ilustrado na figura. 
 O objectivo destes estudos é perceber a forma como as membranas 
biológicas se organizam de acordo com os seus constituintes e temperatura 
exterior. Resumidamente, o diagrama de fases POPC/Ncer apresenta 6 linhas de 
separação de fase diferentes. Cada linha é obtida, regra geral, pela alteração da 
tendência de variação de pelo menos um parâmetro de fluorescência da sonda. 
Tipicamente, utilizam-se entre duas a três sondas e as mais usuais são o t-PnA 
devido ao seu elevado rendimento quântico quando incorporado em domínios de 
gel e a sua elevada preferência para os mesmos, o DPH que por não apresentar 
qualquer preferência de incorporação e por ser muitas vezes facilmente excluído 
dos domínios gel extremamente compactos formados pelas ceramida pode 
fornecer uma informação complementar à obtida com o t-PnA. O 1-(4-tri-
metilamóniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno p-toluenosulfonato (TMA-DPH) 
apresenta uma função catiónica trimetilamónio ligado a uma molécula de DPH e o 
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modo de incorporação na membrana por parte desta sonda é um pouco diferente 
das outras duas mencionadas. Enquanto que o t-PnA e o DPH se intercalam entre 
os lípidos da membrana, esta sonda fica ancorada na cabeça dos lípidos por uma 
ligação electrostática. Por exemplo, a linha 1, que separa as regiões F da 
coexistência de fases gel parcialmente interdigitado e fluido (Gp+F), foi obtida 
essencialmente pela diminuição dos valores de anisotropia do t-PnA, uma vez que, 
e como referido anteriormente, esta sonda tem preferência de incorporação pelas 
regiões G, neste caso Gp+F, diminuindo o seu valor de anisotropia quando 
incorporado na região F. Para concentrações de ceramida superiores a 80 mol% os 
resultados do t-PnA foram confirmados pelos resultados do TMA-DPH. Por outro 
lado os dados obtidos pelo TMA-DPH foram essenciais para definir esta linha com 
maior rigor sobretudo para quantidades de Ncer superiores a 90%, uma vez que 
foi a única sonda que não foi excluída do sistema. Para os 70 mol% de Ncer os 
valores de DPH permitem confirmar os resultados obtidos para as duas sondas 
anteriores. Assim, é essencial o cruzamento de informações obtido por cada tipo de 
sonda para a construção de um diagrama de fases.  
 
 
 
Figura 8 – Diagrama de fase POPC/Ncer, no qual F corresponde a uma fase fluida, Gm a 
uma fase gel interdigitada mista e Gp a uma fase gel parcialmente interdigitada “ver mais 
informação no texto” (Pinto et al., 2008). 
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1.5. Composição da membrana plasmática de levedura 
 
 
As leveduras assumem, hoje em dia, bastante importância em diversos 
campos da indústria alimentar. A produção de álcool para o fabrico de cerveja é o 
mais conhecido. No entanto, é também usada como um valioso suplemento 
alimentar, devido ao seu elevado teor de nutrientes e nível proteico (52% do peso 
total da membrana plasmática) (Nelson e Cox, 2005; Lodolo et al., 2008). A 
membrana plasmática de levedura não está ainda bem caracterizada e seria 
bastante interessante compreender a constituição da membrana pois isso iria 
facilitar a manipulação de processos metabólicos dentro da célula.  
A membrana plasmática de levedura pode ser caraterizada como uma 
bicamada de aproximadamente 7,5 nm de espessura (Van der Rest et al., 1995). 
Um factor que as torna únicas e difíceis de mimetizar é a assimetria entre as duas 
camadas, no que se refere à distribuição de lípidos. No caso da membrana 
plasmática de levedura, Saccharomyces cerevisiae, está bem esclarecido que certos 
componentes lipídicos, como as fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilinositol (PI) e 
fosfatidilserinas (PS), se localizam preferencialmente no folheto interno ou lado 
citoplasmático da membrana celular, enquanto outros como as fosfatidilcolinas 
(PC) e esfingolípidos se encontram maioritariamente no folheto externo ou lado 
exoplasmático. Em contraste com os eucariotas superiores, em cujas membranas 
plasmáticas o colesterol é o esterol mais abundante, a membrana plasmática de 
levedura, para além de outros esteróis minoritários, contem maioritariamente 
ergosterol e uma pequena quantidade de zimosterol, seu percursor (Van der Rest 
et al., 1995). Para além da assimetria são muitas vezes encontrados domínios 
lipídicos na membrana. Estas regiões especializadas são constituídas 
maioritariamente por esfingolípidos ou por esfingolípidos e ergosterol, 
apresentando uma maior espessura bem como uma maior rigidez local. Existem 
evidências que estes domínios podem desencadear diversos processos celulares 
através de cascatas de sinalização (Katagiri et al., 1999). Assim, o estudo destas 
zonas especializadas da membrana constitui um ponto-chave na compreensão dos 
diversos processos celulares nos quais estas regiões estão envolvidas. 
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1.5.1. Ergosterol – esterol mais abundante na membrana de levedura e 
comparação com colesterol 
 
O colesterol é um constituinte essencial da membrana plasmática de 
mamífero e desempenha um importante papel na organização, dinâmica, função e 
“sorting” membranar (Simons e Van Meer, 1988; Bretscher e Munro, 1993). Pensa-
se que este está envolvido de forma activa na manutenção da heterogeneidade 
lateral de lipídos e proteínas na membrana, devido ao seu papel na formação e 
manutenção de domínios como os lipid rafts (jangadas lipídicas) (Simons e Ikonen, 
1997). Estes domínios membranares, compostos por fosfolípidos, esfingolípidos e 
colesterol, têm vindo a ser relacionados com funções importantes da membrana 
tais como transmissão de sinal, e entrada de organismos patogénicos para dentro 
da célula. Como já foi referido, a levedura sintetiza um parente próximo do 
colesterol, o ergosterol (Bills et al., 1930). Este é menos eficaz do que o colesterol a 
ordenar lípidos fluidos à temperatura ambiente como o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC) (Arora et al., 2004). 
A estrutura química do ergosterol difere da do colesterol por apresentar duas 
ligações duplas adicionais (na posição C7 e C22) e um grupo metilo na posição C24 
na cadeia lateral (Figura 9). Estas alterações estruturais aparecem relativamente 
tarde na biossíntese do ergosterol, sendo resposta a alguns requisitos específicos 
relacionados com a fisiologia dos organismos que contêm o ergosterol como 
esterol principal (Weete e Gandhi, 1997). Apesar destas diferenças, já foram 
observadas jangadas lipídicas em organismos como a levedura em que o esterol 
maioritário é o ergosterol (e.g. Grossmann et al., 2007). Ao contrário do colesterol, 
cuja caracterização biofísica já se encontra bem documentada, o efeito do 
ergosterol na organização e dinâmica da membrana não foi estudada em tão 
grande detalhe, principalmente por espectroscopia de fluorescência (Coutinho et 
al., 2004; Silva et al., 2006a). 
Estudos de Schrivastava e Chattopadhyay (2007) demonstram que o efeito do 
ergosterol na dinâmica e organização da membrana é diferente da exercida pelo 
colesterol. Estes mesmos autores sugerem que em membranas compostas por 
POPC, ou seja, fluidas à temperatura ambiente, o ergosterol apresenta um patamar 
de organização a partir do qual perde a capacidade de formar domínios mais 
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rígidos, ao contrário do colesterol cuja rígidez membranar continua a aumentar 
com a quantidade de esterol. Por outro lado, em vesículas constituídas por 1,2-
Dipalmitoíl-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), que se encontram na fase gel à 
temperatura ambiente, o ergosterol apresenta uma maior capacidade de 
desorganização quando comparado com o colesterol. Estes resultados sugerem 
então que o ergosterol apresenta uma maior capacidade para formar domínios 
ordenados mas com ordem inferior aos domínios análogos induzidos pelo 
colesterol, sugerindo ter sido escolhido na evolução dos esteróis por limitar a 
ordem membranar em alternativa à síntese de ácidos gordos polinsaturados que 
não ocorre em leveduras (Kajiwara et al., 1996). Uma vez que o colesterol 
apresenta a capacidade de formar domínios mais ordenados, algumas células 
eucariotas têm a capacidade de sintetizar péptidos antimicrobiais de modo a 
defenderem-se contra hóspedes indesejados. O modo de acção destes péptidos 
baseia-se na associação com esteróis causando alterações específicas na sua 
estrutura. Uma vez que o colesterol promove a formação de domínios mais 
ordenados, estes péptidos têm maior dificuldade em intercalar-se nestas 
membranas preferindo interagir com o esterol maioritário das células invasoras 
que normalmente é o ergosterol. Esta associação péptido-esterol é ainda mais 
dificultada em domínios de colesterol-esfingomielina (SM) (Sood e Kinnunen, 
2008). A formação destes domínios de esterol-esfingolípido saturado pode 
inclusivé ser resistente à solubilização com Triton X-100. A formação das jangadas 
lipídicas está intimamente relacionada com o colesterol, e também o ergosterol, 
mas nem todos os esteróis apresentam essa capacidade. Uma vez que a capacidade 
de formar jangadas está relacionada com a capacidade dos esteróis empacotarem 
os lípidos saturados, variações nas ligações duplas dos anéis dos esteróis e na 
cadeia lateral alifática podem tornar a formação das jangadas menos eficiente. 
Assim esteróis que não tenham essa capacidade inibem muitas das vezes a 
formação destes mesmos domínios e parecem mesmo perturbar a função das 
jangadas. Contudo, a estrutura do esterol não é o unico factor a ter em conta na 
formação de jangadas lipídicas, pois os esfingolípidos também influenciam 
fortemente a formação destes domínios (Xu et al., 2001). 
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Figura 9 – Estrutura dos esteróis mais abundantes em mamíferos e leveduras, colesterol e 
ergosterol, respectivamente (adaptado de Arora et al, 2004). 
 
 
1.5.2. Fitoceramida – precursor dos esfingolípidos complexos de 
levedura 
 
 
Para além dos esteróis e de glicerofosfolípidos, a membrana de levedura é 
constituída por lípidos que lhe conferem uma estrutura mais rígida, os 
esfingolípidos. Estes são constituídos por uma base de cadeia longa (LCB – Long 
Chain Base), um ácido gordo e um grupo polar. Estas LCBs são cadeias carbonadas 
esfingóides e, também neste caso, se encontram diferenças entre mamíferos e 
leveduras. Enquanto que nas células de mamífero a esfingosina é a base esfingóide 
mais comum, em levedura e plantas é a fitosfingosina que se apresenta em maior 
quantidade. Apesar disso, existem cada vez mais evidências que o papel destes 
lípidos está relacionado com as alterações que induzem nas propriedades 
biofísicas das membranas, após a sua formação nas jangadas lipídicas (Gulbins E. et 
al., 2004; Ohanian e Ohanian, 2001; Dickson, 2008). A fitoceramida (Figura 11) é o 
precursor dos esfingolípidos complexos de levedura e pode ser síntetizada a partir 
de dois processos: a) hidroxilação da di-hidroceramida ou por b) hidroxilação da 
di-hidrosfingosina formando fitosfingosina à qual é posteriormente ligado um 
ácido gordo através de uma ligação amida por acção do ceramida sintase. Os 
esfingolípidos complexos formados a partir da fitoceramida constituem perto de 
7% da massa da membrana plasmática (Dickson, 2008). Estes esfingolípidos 
complexos são essenciais para o crescimento das leveduras, como confirmam 
diversos estudos em mutantes em LCBs, ou cuja síntese de esfingolípidos foi 
inibida, levando à morte celular, a menos que o meio seja suplementado com LCBs. 
Por outro lado, alguns intermediários da síntese de esfingolípidos, como a 
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ceramida e os LCBs têm um efeito inibitório no crescimento celular. A ceramida-C2, 
por exemplo, tem a capacidade de parar a célula na fase G1 do ciclo celular em 
concentrações de micromolar, enquanto que as esfingosinas exógenas e 
fitosfingosinas também impedem o crescimento celular (Obeid et al., 2002). 
Apenas recentemente se tem vindo a descobrir que a levedura, 
nomeadamente a Saccharomyces cerevisiae, também destrói estes esfingolípidos 
complexos, deixando apenas as quantidades necessárias à sua sobrevivência 
(Dickson, 2008). Assim, a fitoceramida por conter a cadeia carbonada dos lípidos 
complexos deve apresentar algumas propriedades biofísicas semelhantes com eles, 
sendo por isso ideal para estudar as alterações que estes lípidos provocam nas 
propriedades biofísicas da membrana.  
A concentração de fitoceramida está aumentada em situações de stress por 
síntese de novo catalisada pelo enzima ceramida sintase. A sua acumulação pode 
ser induzida por diversos estímulos, como o choque térmico (Cowart e Hannun, 
2005). Desta feita, em situações de stress, a actividade do ceramida sintase é 
estimulada pelas LCBs por um mecanismo de feed-forward mas também inibida 
pela calcineurina. Deste balanço resulta uma síntese de fitoceramida aumentada, 
levando à sua acumulação (figura 10) (Dickson, 2008).  
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Figura 10 – Sinais de stress levam à acumulação de fitoceramida pela activação do enzima 
ceramida sintase. Está provado que sinais de stress actuam indirectamente na actividade 
do ceramida sintase, enzima responsável pela síntese de fitoceramida, o precursor dos 
esfingolípidos complexos, através do aumento das LCBs e estímulo da calcineurina. O 
aumento de LCBs parece actuar por um mecanismo de feed-forward na actividade do 
ceramida sintase, enquanto que a calcineurina inibe a actividade do ceramida sintase, 
contudo este balanço activador/inibidor é favorável à formação de fitoceramida levando à 
sua acumulação (Dickson et al., 2008). “Ver outros detalhes no texto”. 
 
As alterações na membrana plasmática induzidas pela fitoceramida 
resultam de um mecanismo pelo qual os lípidos medeiam diversos processos 
celulares, como a apoptose. As ceramidas, no geral, apresentam uma cabeça polar 
pequena, um comportamento termotrópico complexo e uma temperatura de 
transição de fase principal bastante elevada (a fitoceramida utilizada neste 
trabalho apresenta um valor entre os 104 e os 110°C) (Raudenkolb et al., 2003; 
Epand, 2006; Garidel, 2006). 
 Os níveis de fitoceramida na membrana de levedura são baixos ~10 mol% 
de lípidos totais (Cowart e Hannun, 2005).  
 
Introdução 
22 
 
 
 
Figura 11 – Estrutura da fitoceramida utilizada no presente trabalho (Sítio da Avanti 
Polar Lipids, www.avantilipids.com, Setembro 2009). 
 
Assim, é essencial estudar, não só o sistema POPC/ergosterol, como acima 
mencionado, mas também o sistema POPC/fitoceramida, de modo a compreender 
as interacções lípido-lípido que estarão na base da formação de diferentes 
domínios ou compartimentos das membranas internas e plasmática da levedura. 
Este último sistema lipídico é particularmente importante para compreender os 
efeitos da acumulação da fitoceramida nas propriedades da membrana de 
levedura, provocada após condições de stress, e para averiguar se esta molécula 
tem a capacidade para formar fases muito ordenadas e rígidas. De facto, é hoje 
sabido que a membrana plasmática da levedura apresenta vários tipos de 
compartimentos, nomeadamente o Membrane Compartments occupied by Can1 
(MCC) e o Membrane Compartments occupied by Pma1 (MCP). Estes dois 
compartimentos parecem ser semelhantes aos domínios de líquido ordenado e 
domínios ricos em esfingolípidos encontrados em eucariotas superiores, 
respectivamente (Malínská et al., 2003; Malínská et al., 2004). 
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2. Objectivos  
 
Neste trabalho pretendeu-se caracterizar as propriedades biofísicas de 
misturas de lípidos representativos das membranas de levedura, nomeadamente 
Saccharomyces cerevisiae, de forma a perceber que classes de lípidos devem estar 
representadas num sistema modelo da membrana plasmática da levedura, e 
também os princípios biofísicos da formação de domínios na membrana 
plasmática daquelas células. Assim, foram escolhidas as espécies mais abundantes 
de fosfolípido e esterol presentes na membrana plasmática de levedura para além 
da fitoceramida que apresenta a LCB dos esfingolípidos complexos de levedura.  
Especificamente, teve-se como objectivo a caracterização biofísica dos 
sistemas POPC/ergosterol e POPC/fitoceramida, com particular ênfase para este 
último. Mais especificamente pretendeu-se estudar as alterações de ordem da 
bicamada, a formação de domínios, a sua composição, e a ocorrência de exclusão 
de sondas desses domínios nos sistemas. Pretendeu-se ainda construir um 
diagrama de fases para o sistema POPC/fitoceramida. A análise destes dois 
sistemas serve de ponto de partida para o estudo de sistemas mais complexos 
como é o caso do sistema ternário POPC/ergosterol/fitoceramida. 
Neste trabalho pretendeu-se igualmente testar a possibilidade da sonda Di-
4-ANEPPS ser utilizada para comparar os efeitos do colesterol e ergosterol, os dois 
principais esteróis de eucariotas superiores e inferiores respectivamente, uma vez 
que se sabe que esta sonda para além de ser sensível ao potencial de membrana 
também apresenta a capacidade de identificar jangadas lipídicas (Owen et al., 
2006) e avaliar se aquela sonda permite distinguir domínios induzidos pelo 
ergosterol e pela fitoceramida. Para tal foi necessário proceder à caracterização 
fotofísica completa da sonda numa bateria de sistemas modelo de membrana. 
Para atingir os objectivos deste trabalho utilizaram-se diversas técnicas de 
espectroscopia de fluorescência (em estado estacionário e resolvida no tempo).  
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3. Materiais e Métodos 
 
3.1. Reagentes 
 
No presente trabalho experimental foram utilizadas três classes de lípidos: 
Fosfolipídos, Ceramidas e Esteróis. A 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina 
(POPC), a 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), a 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfocolina (DOPC), a palmitoilesfingomielina extraída do ovo de galinha (PSM) e 
a fitoceramida extraída da levedura Saccharomyces cerevisiae (C18:0) foram 
obtidas da Avanti Polar Lipid, Inc. (Alabaster, AL, EUA). O ergosterol e o colesterol 
foram obtidos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO., EUA), No final desta secção 
apresenta-se um quadro-resumo com as principais características de cada lípido. 
Os solventes espectroscópicos, etanol (EtOH), metanol (MeOH), e 
clorofórmio (CHCl3) foram adquiridos à Fluka (St Louis, MO., EUA). 
As sondas utilizadas no presente trabalho, 1,6-Difenil-1,3,5-hexatrieno 
(DPH), Ácido 9,11,13,15-todas trans-octadecatetraenóico (t-PnA) e  Di-4-ANEPPS – 
da família dos corantes Amino Naftil Etenil Piridinio - foram compradas à 
Molecular Probes/Invitrogen (Eugene, OR, EUA) e as duas primeiras preservadas 
em EtOH, enquanto que a última em MeOH. No final desta secção apresenta-se um 
quadro-resumo das principais condições experimentais utilizadas com cada sonda. 
Todos os outros reagentes utilizados no decorrer do trabalho foram pro-
analysis ou do maior grau de pureza existente no mercado. 
Todas as soluções stock de lípidos e sondas foram guardadas a -18 °C e 
protegidas da luz, de modo a evitar a sua degradação. 
 
3.2. Doseamento de lípidos e sondas 
 
De modo a preparar as amostras com a concentração correcta, as soluções 
stock de lípidos foram doseadas de acordo com as suas propriedades. 
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Os fosfolípidos foram doseados pelo método dos fosfatos desenvolvido por 
McClare (1971). Neste método recorre-se à hidrólise ácida do lípido com HClO4 
obtendo-se, deste modo, os grupos fosfato livres. A quantificação é devida à adição 
do reagente acídico, que contém os ácidos perclórico e ascórbico para além de 
heptamolibdato de amónio, formando um complexo com absorvência a 825 nm 
que pode ser analisado por espectrofotometria por comparação com padrões. 
Os restantes lipídos (esteróis e fitoceramida) foram doseados por 
gravimetria. Este processo consiste na pesagem da massa correspondente a um 
volume específico de solução stock. Este volume vai depender da concentração 
estimada da nossa solução stock, de modo, a serem pesadas massas superiores a 5 
mg. Os tubos Eppendorf foram pesados numa balança de precisão antes de se 
adicionar o volume de solução stock que, depois de seco sob um fluxo contínuo de 
azoto, é seco sob vácuo durante a noite (~12 horas). Os tubos Eppendorf são 
novamente pesados e é descontada a massa do tubo vazio, obtendo-se deste modo, 
um valor de massa que corresponde a um volume exacto da solução stock. Para 
cada solução foram efectuadas 3 medidas independentes. 
As concentrações das soluções stock das sondas DPH, t-PnA e Di-4-ANEPPS 
foram determinadas espectrofotometricamente, tendo sido utilizados os seguintes 
valores de coeficiente de absorção molar:  ε(t-PnA, 300 nm, EtOH) = 89000 M-1 cm-
1 (Sklar et al., 1977), ε (DPH, 350 nm, MeOH) = 88000 M-1 cm-1 e ε(Di-4-ANEPPS, 
497 nm, MeOH) = 42000 M-1 cm-1 (sítio da Molecular Probes, www.invitrogen.com, 
Haughland 2009).  
 
3.3. Preparação dos lipossomas 
 
Neste trabalho foram utilizados dois tipos de vesículas, MLVs e LUVs. O 
processo de preparação dos dois sistemas é bastante semelhante, mas enquanto 
que os LUVs são extrusados, com membranas de 100 nm de diâmetro de poro, os 
MLVs sofrem mais ciclos de congelamento-descongelamento de modo a facilitar a 
disribuição da sonda pelas várias bicamadas. No caso de sistemas com 
fitoceramida serão utilizadas as MLVs pois para além das suas vantagens em 
estudos termotrópicos referidas na Introdução, este lípido é demasiado rígido para 
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conseguir atravessar poros com 100 nm de diâmetro, pelo que ficaria retido na 
membrana do extrusor. 
A preparação dos lipossomas, MLVs ou LUVs, começou com a adição das 
quatidades adequadas de lípido em solvente orgânico, com porterior secagem dos 
lípidos sob um fluxo contínuo e suave de azoto (N2 (g)). Estes depois foram 
deixados a secar usando uma bomba de vácuo durante, pelo menos, 4 h, de modo a 
assegurar a remoção completa dos solventes orgânicos. Em seguida as amostras 
foram hidratadas com tampão HEPES (10mM HEPES, 150mM NaCl, pH 7,4) ou com 
tampão fosfatos 150mM NaCl, 2,7 mM K2HPO4, 1,5 mM NaH2PO4 (pH 7,4), 
consoante se pretendia fazer ou não o doseamento de lípidos das amostras 
(respectivamente). A hidratação foi feita com o tampão pré-aquecido a uma 
temperatura acima da Tm e o volume adicionado escolhido de modo a garantir que 
a concentração de lípido final fosse 0,2 mM e 0,4 mM (sistemas sem e com Di-4-
ANEPPS, respectivamente). As amostras foram agitadas num agitador vórtex antes 
de se fazer 5 ciclos de congelamento (N2 (l))/descongelamento (T> Tm). Estes ciclos 
servem para diminuir o número de lamelas dos lipossomas, homogeneizar a 
composição e propriedades das várias bicamadas e lipossomas e eliminar fases 
metastáveis (Traïkia et al., 2000). A partir deste ponto o procedimento a seguir foi 
diferente consoante se preparavam MLVs ou LUVs. 
Para a preparação de MLVs foi adicionado o volume de solução de sonda 
adequado com uma percentagem de álcool (EtOH ou MeOH) sempre inferior a 1% 
(v/v). Este requisito é bastante importante na medida em que quantidades de 
álcool superiores a esta alteram a organização estrutural da membrana (Vierl U et 
al., 1994). A sonda incorporou durante 1 h em banho de água a T> Tm, após o qual 
foram novamente efectuados 5 ciclos de congelamento/descongelamento.  
Para a preparação de LUVs, as amostras foram extrusadas através de 
membranas de policarbonato com diâmetro de poro de 100 nm (Nuclepore, Track-
Etch Membrane da Whatman Schleicher & Schuell, Alabaster, Alabama) um nº 
ímpar de vezes (~23x) usando um Mini-Extrusor da Avanti de modo a garantir que 
a suspensão final passasse através da membrana e que praticamente 100% dos 
lipossomas são unilamelares e de tamanho idêntico (Subbarao et al., 1991; 
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MacDonald et al., 1991). Depois dos lipossomas preparados foi feita a adição de 
sonda (<1%EtOH ou MeOH) e esta foi deixada a incorporar durante 1 h a T> Tm.  
Após a incorporação da sonda na membrana, as soluções foram deixadas a 
arrefecer lentamente à temperatura ambiente e guardadas no escuro a 4°C durante 
a noite, facilitando o equilíbrio das fases (de Almeida et al., 2002). As razões 
sonda/lípido utilizadas foram 1:200 para o DPH e 1:500 para o t-PnA e Di-4-
ANEPPS. Nas misturas com fitoceramida, após os primeiros ciclos de 
congelamento/descongelamento, as amostras foram levadas ao banho de ultrasons 
Transonic T460/H da Elma (Fremont, CA, EUA) de modo a dissolver possíveis 
cristais de ceramida, tendo-se obtido desta forma uma ressuspensão completa do 
lípido. Depois deste passo foi adicionada sonda e aplicou-se o procedimento 
normal de formação de MLVs. 
 
 
3.4. Medidas de Fluorescência 
 
As medidas de fluorescência em estado estacionário foram realizadas num 
espectrofluorímetro Fluorolog-3 v2.2 (HORIBA Jobin Yvon), num porta-amostras 
termostatizado e com agitação magnética com monocromadores duplos na 
excitação e na emissão, em geometria de ângulo recto, sendo a fonte de radiação 
uma lâmpada de arco de xénon de 450W e a referência um fotodíodo. Os espectros 
de excitação e de emissão foram corrigidos usando os ficheiros de correcção 
fornecidos pelo fabricante. Para a fluorimetria em estado transiente recorreu-se ao 
Fluorohub v2.0 para controlo electrónico do sistema que permite obter 
decaimentos temporais de flurescência pela técnica de cronometragem de fotão 
único (TCSPC – Time-Correlated Single-Photon Couting ou SPT – Single Photon 
Timing) com excitação por um nanoLED ((light emitting diode) pulsado, e com 
detecção por um tubo fotomultiplicador TBX-04 com resolução de 50 ps. O 
controlo da temperatura nas leituras do espectrofluorímetro foi feito através do 
banho de circulação LAUDA RM6. A temperatura foi medida por um termopar 
directamente no interior da cuvete.  
Para cada amostra foi feito um controlo ou branco. Este continha as mesmas 
quantidades de lípido mas não lhe foi adicionado qualquer sonda fluorescente. Este  
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controlo vai ser descontado a cada amostra de maneira diferente consoante o 
estudo que se esteja a realizar, como descrito mais detalhadamente em cada 
método. A contribuição do branco nos resultados é normalmente expressa em 
percentagem e corresponde a fenómenos inerentes à própria amostra, como são os 
casos da dispersão de luz, dispersão de Raman. De salientar que para todos os 
resultados apresentados ao longo do trabalho as percentagens de branco são 
inferiores a 10%, com excepção das amostras com elevadas quantidades de 
fitoceramida (>80%), uma vez que, e devido à exclusão de sonda da membrana, a 
intensidade de fluorescência da sonda é baixa. 
Todos os volumes de soluções orgânicas foram medidos com seringas Hamilton 
e todas as medidas de fluorescência, quer em estado estacionário quer em estado 
transiente, foram realizadas em cuvetes de quartzo de 1cm x 0,4cm da Hellma com 
a orientação do maior percurso óptico, ou seja, a excitação da amostra é efectuada 
ao longo do eixo de 1cm e a emissão de fluorescência realiza-se segundo o eixo dos 
0,4cm. Esta configuração permite aumentar a força do sinal recolhido, ou seja, 
reduzir as percentagens de branco. Para o doseamento das sondas por 
espectrofotometria foram usadas cuvetes de quartzo com dimensões de 1cm x 1cm 
recorrendo a um espectrofotómetro V-560 da Jasco (Japão). 
 
3.4.1. Medidas de fluorescência em estado estacionário 
 
 
A análise das amostras por espectroscopia de fluorescência em estado 
estacionário pode ser dividida em três partes: (i) Espectros de emissão/excitação, 
(ii) Intensidade de fluorescência e (iii) Anisotropia. O procedimento de análise das 
amostras é independente da sonda utilizada alterando-se apenas os comprimentos 
de onda (λ) e a largura das fendas de emissão e de excitação. Os comprimentos de 
onda de excitação e emissão utilizados para as diferentes sondas foram, 
respectivamente, 303 nm e 405 nm para o t-PnA; 340 nm e 430 nm para o DPH e 
467 nm e 599 nm para o di-4-ANEPPS. 
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3.4.1.1. Espectros de emissão e de excitação 
 
 
Os espectros de excitação e de emissão foram obtidos na ausência de 
polarizadores e com tempo de integração de 0,2s, pois deste modo o ruído 
presente nos espectros é menor do que o obtido para tempos de integração 
inferiores. Tempos de integração superiores não melhoraram significativamente a 
qualidade dos espectros (resultados não mostrados). Foram usadas fendas de 2 nm 
para o t-PnA e DPH e 4 nm para o Di-4-ANEPPS - de modo a simplificar a 
linguagem dá-se o nome de fendas ao conjunto de fendas de emissão e excitação, 
uma vez que estas tiveram sempre a mesma largura. Os espectros apresentados ao 
longo deste trabalho apresentam-se corrigidos, ou seja, o espectro do branco já foi 
subtraído ao da amostra e os ficheiros de correcção instrumental aplicados, ou 
seja, nestes casos a percentagem de branco refere-se à relação de áreas entre 
amostra e branco. Isto é importante pois desta maneira os espectros apresentados 
não apresentam interferências devidas à dispersão de luz, nem desvios devido à 
não-idealidade dos vários componentes do espectrofluorímetro (e.g. Lakowicz, 
2006). 
 
3.4.1.2. Intensidade de fluorescência 
 
 
As determinações de intensidade de fluorescência em estado estacionário a 
comprimento de onda fixo foram realizadas sem polarizadores e a medição 
repetida 10 vezes por amostra. Ao valor de intensidade de fluorescência da 
amostra foi subtraído o valor médio correspondente ao respectivo branco. Para o 
t-PnA foram utilizadas fendas de 5 nm para sistemas lipídicos binários e de 2 nm 
para sistemas lipídicos ternários. Para o DPH utilizaram-se fendas de 2 nm e para o 
Di-4-ANEPPS fendas de 5 nm. 
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3.4.1.3. Anisotropia de fluorescência em estado estacionário 
 
3.4.1.3.1. Medidas a temperatura fixa 
 
A anisotropia de fluorescência (<r>) é um parâmetro bastante útil em 
biofísica. A partir deste é possivel estudar a fluidez da membrana, devido à sua 
dependência da dinâmica rotacional da sonda. A anisotropia reflecte a capacidade 
da sonda despolarizar o plano de luz polarizada da fonte de excitação. Esta 
despolarização ocorre entre a absorção da luz polarizada e a emissão de 
fluorescência. No caso da sonda se encontrar num ambiente rígido, a 
despolarização não será eficiente, pelo que, a polarização da luz emitida está 
intimamente relacionada com a orientação da polarização da luz de excitação. No 
caso oposto, ou seja, quando a sonda está inserida num ambiente mais fluido, não 
se observa uma orientação preferencial da luz de emissão, obtendo-se um valor 
próximo de zero. Este parâmetro pode ser calculado de acordo com (e.g. Lakowicz, 
2006) 
( )
( )VHVV
VHVV
IGI
IGI
r
××+
×−
>=<
2
 
Equação 1 
em que as diferentes intensidades Iij são as componentes vertical e horizontal da 
emissão de fluorescência em estado estacionário com excitação vertical (IVV e IVH, 
respectivamente) e horizontal (IHV e IHH, respectivamente) em relação ao eixo de 
emissão. O factor G que permite corrigir a diferente sensibilidade do detector à 
radiação com polarização vertical e horizontal pode ser calculado através da razão 
entre 
HH
HV
I
I
. Cada ponto de anisotropia apresentado neste trabalho corresponde à 
média de 2 a 3 replicados compostos por 7 medidas cada. Os valores de 
intensidade dos brancos foram descontados componente a componente. Neste 
caso a percentagem de branco representa a percentagem de luz que é dispersa 
pelos próprios lípidos e cuvete. Para o t-PnA, as fendas utilizadas foram de 10 nm 
para o sistema POPC/Ergosterol e de 5 nm para os restantes sistemas. Para o DPH 
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utilizaram-se fendas de 3 nm e para o Di-4-ANEPPS as fendas tiveram uma largura 
de 15 nm. 
O denominador na Eq. 1 corresponde à intensidade total emitida pelo 
fluoróforo nos vários planos de polarização da luz e também foi utilizado para 
verificar que a tendência dos dados de intensidade de fluorescência para os vários 
sistemas é a mesma com e sem polarizadores, o que permite comprovar que não 
estão a ser afectados de artefactos como a dispersão de luz (Valeur, 2001). 
3.4.1.3.2. Medidas em função da temperatura 
 
Para a realização deste estudo as medidas de anisotropia foram efectuadas 
entre os 4 °C e os 80°C, com agitação constante. A temperatura foi controlada com 
uma precisão de 0,1°C directamente no interior da cuvete de fluorescência e o 
aquecimento foi efectuado sempre a uma velocidade inferior a 1°C/min (Pinto et 
al., 2008). As leituras foram realizadas somente após a temperatura estabilizar 
dentro da cuvete, pelo menos 30s. 
 
 
 
3.4.2. Medidas de fluorescência em estado transiente 
 
 
A espectroscopia de fluorescência em estado transiente, nomeadamente a 
obtenção dos tempos de vida de fluorescência, é uma técnica muito importante em 
biofísica, pois reflecte a organização lateral dos lípidos constituintes da membrana. 
Nesta análise, a obtenção de várias componentes do decaimento de intensidade de 
fluorescência com diferentes abundâncias relativas permite estabelecer uma 
correspondência mais ou menos directa com o estado de organização lateral da 
membrana (de Almeida et al., 2009). Este é o caso ideal, e pode-se aplicar à sonda 
t-PnA que apresenta uma componente longa muito bem definida, consequência da 
sua preferência e elevado rendimento quântico em domínios rígidos de fase gel. 
Assim, as componentes mais longas são consequência da incorporação da sonda 
em domínios mais rígidos, nos quais a sonda apresenta uma mobilidade reduzida, 
e por isso um decaimento de intensidade de fluorescência mais longo, uma vez que 
o impedimento de fortes alterações conformacionais implica que a transição seja 
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proíbida por simetria e em simultâneo elimina as principais vias de relaxação não 
radiativas. Por outro lado, componentes mais curtas reflectem o ambiente mais 
fluido em que a sonda está inserida. Embora a componente longa do t-PnA possa 
ser utilizada para detectar a presença de domínios rígidos, as componentes são 
utilizadas como um todo no cálculo de tempos de vida médios, através das 
equações 3 e 4.  
Resumidamente, a técnica de TCSPC consiste na contagem de fotões que 
atingem o detector com correlação temporal com o pulso de excitação da amostra. 
Este pulso de luz deve ser o mais curto possível e mais pequeno que o tempo de 
vida da amostra, figura 12. As medidas começam com a excitação da amostra pela 
fonte de excitação, o nanoLED. Os LEDs emitem pulsos de luz com duração 
idealmente infinitesimal e periódicos. Após cada pulso de luz, apenas um fotão 
proveniente da amostra atingue o discriminador de função constante (CFD – 
constant function discriminator). Posteriormente, o sinal passa por um conversor 
tempo-amplitude (TAC – time-to-amplitude converter) que gera uma rampa de 
voltagem que aumenta linearmente com o tempo na escala de nanosegundos. Uma 
função de sincronização ligada ao nanoLED (SYNC) envia um sinal ao CFD de modo 
a parar a rampa de voltagem. O TAC contém agora a voltagem proporcional entre o 
tempo da excitação e o da emissão. Esta voltagem é agora amplificada e convertida 
num valor numérico através dum conversor analógico-digital (ADC – analog-to-
digital converter). Por fim, a informação numérica é convertida por um analisador 
multi-canais (MCA) que pela soma dos vários pulsos constrói um histograma de 
contagens em função do tempo (e.g. Lakowicz, 2006). 
 
Materiais e Métodos 
34 
 
 
Figura 12 – Esquema representativo da técnica de TCSPC. A amostra é excitada pelo 
nanoLED, é gerada uma rampa de voltagem pela função TAC que é posteriormente 
convertida num histograma de contagens em função do tempo pela função MCA (adaptado 
de The Jobin Yvon IBH DataStation Hub User Guide, presentation LisbonUniversity_FL3-
22TCSPC_InstallationV2). Ver texto para mais informação.  
 
Para se obterem os parâmetros de ajuste aos decaimentos experimentais, 
foi utilizado um método de reconvolução iterativo de mínimos quadrados não 
linear baseado no algoritmo de Marquardt. Os ajustes foram efectuados através do 
programa Time-Resolved fluorescence Anisotropy (TRFA) Data Processor v.1.4 
(Minsk, Belarus) e a sua qualidade avaliada através do χ2 reduzido e dos gráficos 
de resíduos relativos e de auto-correlação dos resíduos. Em todas as análises 
apresentadas os valores de χ2 reduzido foram <1,2 e a distribuição dos resíduos e 
auto-correlação foi aleatória em torno de zero. A amostra, o branco e o dispersante 
foram analisados em simultâneo, com uma percentagem de branco, como referido 
anteriormente, inferior a 10 % à excepção das amostras com quantidades de 
fiotceramida (>80%) calculada a partir das contagens no canal de contagens 
máximas. 
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O perfil do pulso de excitação foi obtido com uma mistura dispersante de 
sílica coloidal da Sigma-Aldrich (St Louis, MO., EUA) (Ludox). 
Os decaimentos de fluorescência são tipicamente descritos por uma soma 
de exponenciais: 
∑ 





−
=
i i
i
t
ati
τ
exp)(  
Equação 2 
O tempo de vida médio (o verdadeiro tempo de vida médio do estado 
excitado, pois é pesado pelas intensidades de cada componente) de um fluoróforo 
com um decaimento de fluorescência complexo dado pela Eq. 2 é definido por, 
∑
∑
>=<
i
ii
i
ii
a
a
τ
τ
τ
2
 
Equação 3 
onde ia  é a pré-exponencial normalizada (amplitude) e iτ  o tempo de vida da 
componente i  (Lakowicz, 2006). O tempo de vida médio pesado pelas amplitudes, 
proporcional ao rendimento quântico do fluoróforo, e por isso também designado 
por rendimento quântico ponderado pelos tempos de vida, é por sua vez definido 
por, 
∑=
−
i
iia ττ  
Equação 4 
A excitação das amostras para estudos com o DPH foi realizada com o Nano 
LED da Horiba Jobin Yvon de 370 nm e com um filtro UGI passa-baixo 370 nm 
fornecido pela Jobin Yvon, sendo a emissão recolhida a 450 nm. Este comprimento 
de onda não corresponde ao máximo de emissão desta sonda, estando a sua 
utilização relacionada com a dispersão de Raman devida à vibração de estiramento 
simétrico do O-H da água, uma vez que para radiação incidente a 370 nm, a 
dispersão de Raman dá-se a cerca de 430 nm, máximo de emissão do DPH. A luz de 
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emissão foi seleccionada com o mesmo monocromador utilizado para as medidas 
em estado estacionário. As amostras que continham Di-4-ANEPPS foram excitadas 
a 420 nm e a sua emissão medida a 579 nm, para sistemas com ergosterol, e 610 
nm para os restantes. A escala de tempo utilizada foi de 55ps/canal. No caso dos 
estudos com t-PnA a excitação foi realizada a 315 nm e a emissão medida aos 405 
nm. As escalas de tempo utilizadas na obtenção desses decaimentos foram de 55 ps 
e 111 ps/canal. Para as sondas DPH e t-PnA, o número de canais por decaimento 
usado para análise situou-se entre os 850 e os 1000, enquanto que para as 
amostras analisadas com o Di-4-ANEPPS apenas foram utilizados entre 450 e 700 
canais. O número de contagens no canal de contagens máximas situou-se nas 
10000 ou 20000, conforme a amostra fosse menos ou mais intensa, 
respectivamente. Para descrever os decaimentos de intensidade de fluorescência 
das amostras foram necessárias entre 2 a 4 exponenciais. 
 
 
3.5. Determinação do coeficiente de partição membrana/água da 
sonda Di-4-ANEPPS 
 
 
O coeficiente de partição, Kp, entre membrana/água é calculado de maneira 
um pouco diferente da anterior. A equação 5 foi utilizada para este cálculo a partir 
dos valores de absorvência, esta expressão pode ser utilizada nos casos em que o 
coeficiente de absorção molar, ε, é diferente nas fases aquosa e lipídica (Santos et 
al., 2003). 
 
[ ]
[ ]LK
ALKA
A
Lp
LLpw
δ
δ
+
+
=
1
 
Equação 5 
em que, A, Aw e AL representam, respectivamente, a absorção da amostra, a 
absorção na fase aquosa e a absorção limite em ambiente lipídico da sonda que se 
obtém pelo aumento da concentração de lípido total em solução [L]. δ L 
corresponde ao volume molar de lípido.  
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 Este coeficiente pode ainda ser calculado a partir dos valores de intensidade 
de fluorescência desde que a sonda apresente diferentes rendimenos quânticos em 
água e lípido (Santo et al., 2003). 
[ ]
[ ]LK
ILKI
I
Lp
LLpw
δ
δ
+
+
=
1
 
Equação 6 
em que, I, Iw e IL representam, respectivamente, a intensidade de fluorescência na 
amostra, a intensidade na fase aquosa e a intensidade limite em ambiente lipídico 
da sonda que se obtém pelo aumento da concentração de lípido total em solução 
[L]. δ L corresponde ao volume molar de lípido.  
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Tabela 1 – Principais propriedades dos lípidos utilizados durante este trabalho 
experimental. MP – membrana plasmática. 
 
Referências: a) de Almeida et al., 2003; b) Hsueh et al., 2005; c) sítio da internet 
Avantipolar lipids; d) Raudenkolb et al., 2003; e) Van der Rest et al, 1995; f) Guan e Wenk, 
2006; g) Daniels et al., 1995; h) Nelson e Cox, 2005; i) Dickson, 2008. 
Classe Lípido Tm 
Cadeia(s) 
acilo 
Solúvel em 
Localização 
celular 
predominante 
Carga a pH 7 
POPC -2,9°Ca 
C16:0, 
C18:1 
Clorofórmio 
Folheto externo 
da MPe 
0 (zeuterião) 
DOPC -20ºCc 
C18:1 
C18:1 
Clorofórmio 
Pouca 
abundância em 
amostras 
biológicasf 
0 (zeuterião) 
DPPC 41°Cb C16:0 Clorofórmio 
Abundante 
apenas em 
surfactante 
pulmonarg 
em amostras 
biológicash 
0 (zeuterião) F
o
sf
o
lí
p
id
o
s 
PSM (ovo) 36°Cc C16:0 Clorofórmio 
Folheto externo 
da MPe 
0 (zeuterião) 
Colesterol --- --- Clorofórmio 
Ambos os 
folhetosh 
0 
E
st
er
ó
is
 
Ergosterol --- --- Clorofórmio 
Ambos os 
folhetos da MPh 
0 
C
er
am
id
a 
Fitoceramida 104-110°Cd C18:0 
Clorofórmio:
Metanol 
(2:1) 
Precursor de 
esfingolípidos 
cmplexos; acumulada 
em condições de 
stressi 
0 
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Tabela 2 – Coeficiente de absorção molar e condições experimentais para as medidas de 
fluorescência das várias sondas utilizadas durante o presente trabalho experimental. 
a) Comprimento de onda de emissão do nanoLED utilizado para excitar a amostra próximo 
dos máximos de excitação da mesma 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estado 
estacionário 
Estado 
transiente 
Sonda Solvente 
Coeficiente 
de absorção 
molar 
(M-1 cm-1) 
λem 
(nm) 
λex 
(nm) 
λem 
(nm) 
λexa 
(nm) 
Ref. 
Molecular 
probes 
t-PnA EtOH 
89000 
(λ=300 nm) 
405 303 405 315 P-1902 
DPH EtOH 
88000 
(λ=350 nm) 
430 358 450 
370 
com 
filtro 
D-202 
Di-4-ANEPPS MeOH 
42000 
(λ=497 nm) 
599 467 599 420 D1199 
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4. Resultados 
 
Os estudos apresentados de seguida encontram-se divididos em três partes, 
e cada uma corresponde a resultados obtidos com uma determinada sonda e, por 
conseguinte, a uma abordagem diferente ao sistema membranar modelo. O sistema 
estudado em maior pormenor foi o POPC/fitoceramida, uma vez que não existem 
ainda estudos biofísicos publicados sobre ele. Devido ao objectivo do trabalho de 
caracterizar sistemas lipídicos que mimetizem a membrana plasmática de 
levedura, o sistema binário POPC/ergosterol também foi analisado. Por outro lado, 
foi também comparado o efeito dos esteróis mais abundantes nas membranas de 
mamíferos e levedura, colesterol e ergosterol, respectivamente, em membranas de 
PSM, POPC, DPPC e DOPC. Foram utilizadas várias técnicas de espectroscopia de 
fluorescência, incluindo anisotropia de fluorescência em estado estacionário e 
decaimentos de intensidade de fluorescência.  
 
4.1. Misturas POPC/ergosterol e POPC/fitoceramida analisadas com 
t-PnA 
 
A sonda t-PnA foi utilizada para caracterizar dois sistemas binários: 
POPC/ergosterol que é o sistema utilizado neste trabalho para mimetizar as 
interacções lípido-esterol que ocorrem na membrana plasmática de levedura 
(Hsueh et al., 2007) e o sistema POPC/fitoceramida que é um sistema bastante 
importante para a compreensão das interações lípido-lípido entre o fosfolípido 
mais abundante e o precursor dos esfingolípidos complexos da levedura. 
 
4.1.1 Espectros de excitação e de emissão  
 
 
Na Figura 13 estão representados os espectros de excitação e de emissão de 
fluorescência do t-PnA incorporado em lipossomas de POPC/fitoceramida (80:20 
mol:mol).  
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Figura 13 – Espectros de excitação (–) e de emissão (- -) normalizados do t-PnA em MLVs 
constituídos por POPC/ fitoceramida 80:20 mol:mol a 24°C.  O espectro de excitação foi 
obtido usando o comprimento de onda de emissão de 405 nm e o espectro de emissão foi 
realizado com excitação a 303 nm. O valor de intensidade a cada comprimento de onda (If) 
foi dividido pelo valor máximo de intensidade (Ifmax) de cada espectro.  
 
Na Figura 13 observa-se que o t-PnA incorporado em lipossomas de POPC 
com 20 mol% de fitoceramida apresenta uma banda de excitação entre 250 nm e 
340 nm característica dos tetraenos (Zsila e Bikádi, 2005). O seu espectro de 
excitação é caracterizado por três picos, a 290 nm, 303 nm e 317 nm, resultantes 
da progressão vibracional associada ao oscilador correspondente às ligações 
duplas da cadeia poliénica. Esta sonda apresenta uma banda de emissão entre 350 
nm e 580 nm sem uma progressão vibracional definida, com um máximo a 404 nm. 
Estes resultados indicam que a sonda deve ser excitada a 303 nm e a sua emissão 
recolhida a 404 nm, de modo a obter-se o sinal mais forte possível, ou seja, a 
intensidade de fluorescência máxima da sonda diminuindo deste modo a 
contribuição do branco. Estes espectros são representativos de uma fase gel, como 
será discutido mais à frente. Ao longo deste trabalho experimental também foram 
analisados sistemas fluidos, e não se observam desvios nos espectros de emissão 
comparativamente aos espectros da Figura 13. No entanto, observou-se um desvio 
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para o vermelho do espectro de absorção de cerca de 2 nm entre as amostras de 
fluido (POPC puro) e de gel (POPC 60mol% fitoceramida). Este tipo de desvios já 
foi obtido por de Almeida et al, 2002, embora os valores tenham sido maiores. 
Todavia, para as amostras cuja incorporação de sonda foi dificultada pela rigidez 
membranar (amostras muito ricas em fitoceramida, ver abaixo) os espectros 
obtidos apresentavam maior ruído, devido precisamente à baixa intensidade de 
fluorescência. 
  
 
 
4.1.2 A fitoceramida forma domínios de gel a 24°C na presença de 
POPC 
 
 
 Neste trabalho experimental foram efectuadas medidas de anisotropia em 
estado estacionário e de tempos de vida de fluorescência a temperatura constante 
(24°C), de modo a obter informação sobre os efeitos que a fitoceramida e o 
ergosterol exercem sobre o POPC (Figura 14) que é o fosfolípido mais abundante 
na membrana plasmática de levedura (Guan e Wenk, 2006). O decaimento de 
intensidade de fluorescência do t-PnA em lipossomas é, em geral, descrito por 3 
exponenciais com valores de tempo de decaimento de aproximadamente 1-2; 4,5-
6,5; 11-13,5 ns para sistemas sem a presença de fase gel (e.g. POPC/ergosterol), e, 
por 4 exponenciais com valores de tempo de decaimento de 0,5-1; 3,5-4; 9-10,5; 
38-42 ns para sistemas contendo fase gel (POPC/fitoceramida). Sabe-se que na 
presença de fase gel surge uma componente muito longa no decaimento de 
intensidade de fluorescência do t-PnA, com valores superiores a 30 ns que podem 
ir até aos 67 ns (de Almeida et al, 2002). 
 Para as vesículas com fitoceramida observou-se o aparecimento de uma 
componente longa no decaimento de intensidade de fluorescência do t-PnA, para 
concentrações iguais ou superiores a 10 mol% de esfingolípido. A sua variação com 
a fracção molar de fitoceramida é apresentada na Figura 14. Esta componente por 
ser > 30 ns é uma identificação inequívoca da presença de uma fase gel. Para 
percentagens iguais ou superiores a 10mol%, este parâmetro apresenta um valor 
sempre próximo de 41ns. Na mesma figura está representado o tempo de vida da 
componente longa do t-PnA no sistema POPC/ergosterol. O seu valor nunca excede 
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14 ns, indicando que neste sistema não há formação de fase gel. Adiante, este 
sistema será retomado. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14 – Tempo de vida da componente longa do decaimento de intensidade de 
fluorescência do t-PnA a 24°C, em MLVs constituídos por misturas de ●, 
POPC/fitoceramida; e LUVs constituídos por ○, POPC/ergosterol, em função da 
composição (em fracção molar). A linha a tracejado serve apenas para facilitar a leitura. 
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Figura 15 – Decaimentos de intensidade de fluorescência do t-PnA. Mostram-se os 
decaimentos experimentais/ajuste de uma soma de exponenciais (Eq. 2) por um métodod 
de reconvolução iterativa não linear de mínimos quadrados e respectivos gráficos de 
resíduos e de auto correlação de resíduos para MLVs de POPC 5mol% fitoceramida 
(azul/verde claro), 10mol% fitoceramida (verde/laranja) e 70mol% fitoceramida 
(cinza/preto) a 24ºC. 
 
 Na Figura 15 estão representados 3 decaimentos de intensidade de 
fluorescência do t-PnA em sistemas binários de POPC e como se pode observar 
para 5mol% de fitoceramida o decaimento é mais curto, não se observando a 
presença de uma componente longa. Para 10mol% de fitoceramida já se regista a 
presença de uma componente longa, mas com uma amplitude inferior a 4 %. Para 
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70mol% de fitoceramida observa-se novamente a presença de uma componente 
longa com uma maior amplitude (10 %) que a observada para o sistema anterior. 
 Os resultados de tempos de vida do t-PnA no sistema POPC/fitoceramida 
são apoiados pelos dados de anisotropia de fluorescência em estado estacionário 
(Figura 16), nos quais se observa um aumento acentuado para 10 mol% de 
fitoceramida. Para 20 mol% de esfingolípido é atingido um valor máximo de 
anisotropia de 0,24, que diminui para 0,22 para as concentrações subsequentes até 
50 mol%. Este valor é claramente inferior ao valor típico de gel que é cerca de 0,30, 
nomeadamente nas fases gel que se formam em misturas de POPC, com ou sem 
esfingomielina e colesterol, com ceramidas de mamífero (Silva et al., 2006b; Silva 
et al., 2007; Castro et al., 2007; Pinto et al., 2008). Tal como apresentado na 
introdução, e à semelhança do colesterol e do ergosterol que apesar de estrutura 
muito semelhante apresentam diferentes capacidades organizadoras da 
membrana, esta diminuição de anisotropia pode ser explicada pelas diferentes 
estruturas entre ceramidas de levedura e mamífero, nomeadamente devido à 
hidroxilação no início da base esfingóide. Contudo, na Figura 17 observa-se que 
para fracções molares de fitoceramida superiores a 20 mol% a intensidade de 
fluorescência diminui, um decréscimo que é concomitante com o que ocorre na 
anisotropia. No entanto, como é passível de observar na Figura 16, o valor de 
anisotropia apresenta uma segunda subida, atingindo um máximo local para 60 
mol% de fitoceramida com um valor próximo do de 20 mol%. Este perfil complexo 
da curva de anisotropia em função da composição indica que para concentrações 
mais elevadas de fitoceramida poderá ocorrer a formação de outra fase gel, pela 
qual o t-PnA também tem preferência de incorporação como se observa na Figura 
17. Estas fases gel estão em coexistência com uma fase fluida para determinadas 
gamas de temperatura e composição, e poderão coexistir entre si, para outras 
gamas, e é esta complexidade de múltiplas zonas de coexistência de fases com 
propriedades distintas, que leva a que a anisotropia do t-PnA não atinja o valor 
típico de gel a 24ºC. A partir da fracção molar de 60 mol% de fitoceramida, o valor 
de anisotropia do t-PnA diminuiu mais acentuadamente. Isto acontece porque a 
sonda está a ser excluída da membrana, que se vai tornando cada vez mais rígida, e 
não porque o nível organizacional global da bicamada decresce, tal como 
Resultados 
47 
0,10
0,14
0,18
0,22
0,26
0,30
0 20 40 60 80 100
% Fitocer
<
r
>
G + F
         
G F
observado anteriormente para outras misturas binárias de POPC/ceramida (Silva 
et al., 2006b; Pinto et al., 2008). Este decréscimo é de novo acompanhado por uma 
diminuição da intensidade de fluorescência (Figura 17), e significa que se atingiu 
uma situação em que o sistema está todo na fase gel. 
  
  
 
 
 
 
 
 
Figura 16 – Anisotropia de fluorescência em estado estacionário (Eq. 1) do t-PnA em 
MLVs de POPC/fitoceramida com fracção molar crescente de fitoceramida a 24°C. As 
linhas verticais representam as fronteiras de coexistência de fases gel (G) e fluido (F). A 
linha a tracejado serve apenas para facilitar a leitura. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 – Variação da intensidade de fluorescência em estado estacionário do t-PnA 
com a fracção molar de fitoceramida para MLVs de POPC/fitoceramida a 24°C. Os pontos 
representam a média de duas medições, cujo desvio padrão está contido no ponto. As 
linhas verticais representam as fronteiras de coexistência de fases gel (G) e fluido (F). A 
linha a tracejado serve apenas para facilitar a leitura. 
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 Os valores de rendimento quântico ponderado pelos tempos de vida e de 
tempo de vida médio de fluorescência (Figura 18) têm um comportamento 
semelhante, pois o seu valor aumenta notoriamente até 20 mol% de fitoceramida a 
partir do qual aumenta muito ligeiramente, confirmando os dados anteriores. De 
acordo com a equação de Perrin, um aumento do tempo de vida de fluorescência 
provoca uma diminuição no valor da anisotropia em estado estacionário, mesmo 
que a dinâmica rotacional da sonda não se altere (e.g. Lakowicz, 2006). Este 
fenómeno é facilmente compreendido, uma vez que se o tempo de vida do estado 
excitado for mais longo, então o fluoróforo tem mais tempo para rodar antes da 
emissão de luz, fazendo variar mais o plano de polarização da luz emitida 
relativamente ao da radiação de excitação, consequentemente diminuindo o valor 
de anisotropia. Quando tanto a anisotropia em estado estacionário como o tempo 
de vida de um fluoróforo aumentam, como se observa com o aumento da fracção 
molar de fitoceramida, então é porque a ordem e rigidez do sistema estão a 
aumentar drasticamente.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 – Tempo de vida médio (●) e rendimento quântico ponderado pelos tempos de 
vida de vida (○) (Eqs. 3 e 4, respectivamente) do t-PnA em vesículas de POPC/fitoceramida 
a 24°C em função da fracção molar de fitoceramida. Estes resultados traduzem a média de 
duas determinações e foram obtidos a partir da análise dos decaimentos de intensidade de 
fluorescência com 4 exponenciais à excepção do valor do POPC puro em que apenas se 
utilizaram 3 (Eq. 2). O desvio padrão está contido nos pontos. As linhas verticais 
representam as fronteiras de coexistência de fases gel (G) e fluido (F). A linha a tracejado 
serve apenas para facilitar a leitura. 
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 Para percentagens molares de fitoceramida superiores a 80% observa-se 
uma diminuição dos valores de anisotropia, consequência da exclusão da sonda da 
membrana, como indicam os resultados de intensidade de fluorescência. Contudo, 
não se verifica um acompanhamento desta diminuição nos valores de tempos de 
vida, o que sugere que os domínios rígidos ricos em esfingolípido se mantêm 
intactos. A sonda em meio aquoso apresenta um tempo de vida tão curto que está 
abaixo do limite de detecção do sistema de SPT utilizado, não afectando por isso os 
tempos de vida médios apresentados na Figura 18. No entanto, afecta as medidas 
em estado estacionário que correpondem a uma integração no tempo das medidas 
de fluorescência em estado transiente. Por outro lado, podemos observar que os 
valores de tempo de vida médio aumentam muito mais do que o tempo de vida 
médio ponderado pelo rendimento quântico. Na base desta diferença está o facto 
do tempo de vida médio ser pesado pela intensidade de fluorescência (Eq. 3), ou 
seja, produto αi ×τi, de cada um dos componentes i do decaimento. Assim, a 
componente longa de cerca de 40 ns tem uma contribuição muito superior para a 
intensidade de luz emitida do que qualquer outra componente, influenciando de 
forma muito mais acentuada o tempo de vida médio do que o rendimento quântico 
pesado pelos tempos de vida, pois neste caso o factor de pesagem é apenas a 
amplitude αi de cada componente.  
 
 
4.1.3 O ergosterol na presença de POPC a 24°C forma uma fase líquida 
ordenada e não uma fase gel  
 
 
Nas misturas POPC/ergosterol, ao contrário do que ocorre com 
POPC/fitoceramida, o t-PnA apresentou um valor de componente longa do 
decaimento de intensidade de fluorescência < 14ns e o valor de anisotropia em 
estado estacionário não ultrapassou 0,17 (Figuras 14 e 19). Estes dados indicam 
que não é formada qualquer fase gel. Para percentagens de ergosterol inferiores a 
13 mol%, a membrana encontra-se na fase ld, de acordo com um valor de 
anisotropia muito próximo do correspondente ao valor em POPC puro. Entre 13 e 
41mol%, e de acordo com os estudos de Silva et al., 2006a, realizados com a sonda 
DPH, observa-se uma coexistência de fases ld/lo, detectada por um aumento linear 
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do valor de anisotropia daquela sonda com a fracção de líquido ordenado. No 
presente caso (figura 20), observa-se que também a anisotropia do t-PnA aumenta 
de forma aproxiamadamente linear na região de coexistência. Para fracções 
molares de ergosterol superiores a 41% existe apenas fase lo e o valor de 
anisotropia diminui ligeiramente. Semelhante foi observada com o DPH a 37ºC 
(Silva et al., 2006a).  
Na Figura 20, são apresentados os valores de tempo de vida médio e de 
rendimento quântico de fluorescência ponderado pelos tempos de vida do DPH 
para misturas POPC/ergosterol. O aumento de tempo de vida de fluorescência 
observado corresponde à formação duma fase mais compacta (lo). Ao contrário do 
que se observa na anisotropia, o tempo de vida é mais longo na mistura com 
50mol% de ergosterol do que na mistura com 40mol% de ergosterol. 
Considerando que a dinâmica rotacional da sonda não se altera significativamente 
entre as duas misturas, uma vez que o sistema já havia atingido 100% de fase lo 
para 40 mol% de ergosterol, de acordo com a equação de Perrin acima 
mencionada, o aumento de tempo de vida para 50 mol% de ergosterol explica a 
diminuição que se observa no valor de anisotropia. A intensidade de fluorescência 
apresenta apenas ligeiras variações com a fracção molar de ergosterol (resultados 
não mostrados).  
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Figura 19 – Anisotropia de fluorescência em estado estacionário (Eq. 1) do t-PnA com 
percentagens crescentes de ergosterol para LUVs de POPC/ergosterol a 24°C. Os pontos 
representados correspondem à média ± desvio padrão de triplicados. As linhas verticais 
representam as barreiras lo e ld. A linha a tracejado serve apenas para facilitar a leitura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 – Tempo de vida médio (●) e rendimento quântico ponderado pelos tempos de 
vida (○) (Eqs. 3 e 4, respectivamente) do t-PnA em LUVs de POPC/ergosterol a 24°C. Os 
dados são a média ± desvio padrão de triplicados. Os decaimentos de intensidade de 
fluorescência foram analisados com 3 exponenciais. As linhas verticais representam as 
barreiras lo e ld. A linha a tracejado serve apenas para facilitar a leitura. 
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Em suma, a fitoceramida em misturas com POPC a 24ºC forma domínios de 
gel quando em concentrações superiores a 10 mol%, ao passo que o ergosterol não 
apresenta a capacidade de formar domínios dessa fase. Ao invés disso, como 
observado claramente nas figuras 14, 19 e 20, o esterol induz a formação de uma 
fase lo.  
 
4.1.4 Termotropismo do sistema POPC/fitoceramida 
 
 
Neste trabalho foram realizados estudos de anisotropia de fluorescência do 
t-PnA em função da temperatura, doravante denominadas de rampas de 
temperatura, de modo a obter informação sobre as propriedades termotrópicas do 
sistema POPC/fitoceramida o que, em última análise, permite construir o diagrama 
de fases característico deste sistema (ver Discussão). 
Para lipossomas constituídos unicamente por POPC, a curva obtida está de 
acordo com resultados equivalentes da literatura (Silva et al., 2006b; Pinto et al., 
2008). Como referido anteriormente, a Tm do POPC é de −2,9 ± 1,3°C  (de Almeida 
et al., 2003), sendo por isso um lípido fluido no intervalo de temperaturas deste 
estudo. Contudo, foi observada uma diminuição no valor de anisotropia com o 
aumento da temperatura, que se deve ao aumento gradual de fluidez da 
membrana, não estando associado a uma transição de fase (Pinto et al., 2008). É de 
relembrar, tal como descrito na Introdução, que em misturas com dois ou mais 
componentes a temperatura de transição de fase possa não ter o mesmo 
significado que para misturas de lípidos puros, pois nestes sistemas pode ocorrer 
coexistência de fases, e assim a transição dá-se numa gama larga de temperatura. 
Deste modo, é possível definir uma temperatura inicial (Ti) e outra final (Tf) de 
transição a partir das quais é possivel calcular uma temperatura média de 
transição de fase (Tm), que apenas indica a estabilidade térmica do gel na mistura a 
que se refere (Silva et al., 2006b).  
Na Figura 21 estão representadas rampas de temperatura representativas 
para várias misturas POPC/fitoceramida.  
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Figura 21 – Anisotropia de fluorescência em estado estacionário em função da 
temperatura do t-PnA incorporado em MLVs de POPC com •, 0 mol%; ○, 5 mol%; , 10 
mol%; , 40 mol%; , 60 mol% de fitoceramida. O tracejado serve apenas para facilitar a 
leitura. 
 
Nestas rampas de temperatura são identificáveis três zonas diferentes. 
Estas correspondem a fase gel (1° patamar), coexistência de fases gel-fluido 
(descida mais acentuada) e fase fluida (2° patamar) encontrando-se estes valores 
resumidos na Tabela 3. O 1º patamar só aparece definido para concentrações de 
fitoceramida iguais ou superiores a 10 mol%. Deste modo, a partir do ajuste de 
uma recta a cada zona da rampa de temperatura obtêm-se duas intersecções, que 
correspondem às temperaturas inicial e final (Figura 22). É de notar que mesmo 
antes da Ti, o valor de anisotropia não é estável, decrescendo com a temperatura 
ainda que não duma forma tão acentuada como entre Ti e Tf. Este facto indica que 
poderá ocorrer outra transição de fase, apontando para uma elevada complexidade 
do diagrama de fases para este sistema binário (ver Discussão). 
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Figura 22 – Representação do cálculo de Ti, Tf e Tm através do ajuste de três rectas aos 
regimes da rampa de temperatura de POPC (A) 10 mol% fitoceramida e (B) 40 mol% 
fitoceramida. 
 
Tabela 3 – Valores de Ti, Tf e Tm para o sistema binário POPC com percentagens 
crescentes de fitoceramida. * Valor retirado de de Almeida et al., 2003. 
POPC/Xmol%fitoceramida Ti (ºC) Tf (ºC) Tm (ºC) 
0 --- -2,9* --- 
5 --- 22,6 --- 
10 20,7 29,7 25,2 
20 21,9 41,7 31,8 
30 21,3 36,9 29,1 
40 21,8 40,5 31,1 
50 22,3 42,8 32,5 
60 21,9 46,0 34,0 
70 22,4 42,6 32,5 
80 25,2 42,1 33,6 
90 23,4 40,1 31,7 
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Quando se adicionam quantidades crescentes de fitoceramida observa-se 
um nítido aumento no valor da temperatura média de transição de fase gel-fluido, 
passando o seu valor de −2,9 ± 1,3°C (POPC puro) (de Almeida et al., 2003) para 
31-33°C (POPC/fitoceramida). Para percentagens de fitoceramida inferiores a 10 
mol%, pode-se observar que o gel se forma a temperaturas menores que 24°C, 
confirmando os resultados anteriores nos quais se observou que a 24°C os 
domínios de gel se formam a partir de 10 mol% de fitoceramida. Para fracções 
molares superiores a 20% é necessária uma temperatura mais elevada para 
dissolver os domínios de gel, nomeadamente 42ºC (Tabela 3). Como se pode 
observar na Tabela 3 os valores de Ti para estas fracções situa-se entre 20-25°C, 
enquanto os de Tf estão compreendidos entre -2,9-45°C o que demonstra a enorme 
capacidade da fitoceramida formar domínios de gel, mesmo que em coexistência 
com o fluido. Através dos valores de Ti não é possível desenhar uma fronteira de 
coexistência de fases, uma vez que a forte partição e elevado rendimento quântico 
do t-PnA na fase gel provocam um desvio para valores muito mais elevados na 
temperatura de início de fusão dos domínios de gel. No entanto, o facto de a Ti ser 
quase independente da composição das misturas indica que a sua fusão se deve 
iniciar a temperaturas muito próximas para várias fracções molares de 
fitoceramida. Deste modo, o diagrama de fases terá uma linha horizontal abaixo da 
qual deverão coexistir duas fases gel. 
Das rampas de temperatura podem-se ainda representar os valores de 
anisotropia a diferentes temperaturas em função da fracção molar de fitoceramida. 
Na Figura 16 foi mostrada a variação de anisotropia de fluorescência do t-PnA em 
função da fracção molar de fitoceramida a 24ºC, na qual se observou que a 
membrana se encontra numa fase gel para fracções molares de fitoceramida 
superiores a 10%, por conseguinte a temperaturas mais baixas o mesmo acontece. 
Assim, observa-se que o gel formado a 15ºC é um pouco mais rígido, embora estes 
valores de anisotropia continuem a não ser típicos de gel (Figura 20). A 37ºC e 
45ºC há uma clara diminuição da rigidez da membrana correspondente a uma 
menor percentagem de gel, o que está de acordo com o facto de o aumento da 
temperatura tornar o sistema mais fluido. Assim, e apesar dos valores baixos de 
anisotropia pode-se afirmar que a 37 ºC existe uma coexistência de fases gel + 
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fluido, visto a Tf (Tabela 3) ser superior a essa temperatura para a maior parte das 
composições estudadas, e de facto há um ligeiro aumento da ansiotropia do t-PnA 
com a farcção molar de temperatura. A 45ºC e 65ºC, os reduzidos valores de 
anisotropia, quase sempre inferiores a 0,1, mostram que o sistema já se encontra 
totalmente na fase fluida, o que está de acordo com os valores de Tf apresentados 
na Tabela 3 (Figura 23). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23 – Anisotropia de fluorescência em estado estacionário (Eq. 1) do t-PnA em 
MLVs de POPC/fitoceramida com fracção crescente de fitoceramida a 15°C (•), 37°C (), 
45°C (), 65°C (). A linha a tracejado serve apenas para facilitar a leitura.  
 
Os resultados para o sistema de fitoceramida pura não são apresentados 
porque a intensidade de fluorescência da amostra era demasiado baixa para ser 
detectada. Conforme apresentado na Figura 17, à medida que se aumenta a 
percentagem molar de fitoceramida a intensidade de fluorescência da sonda vai 
diminuindo. As sondas utilizadas neste trabalho experimental têm um rendimento 
quântico muito baixo em ambiente aquoso (Sklar et al., 1979), e portanto, a fase 
formada pela fitoceramida pura deverá ser demasiado compacta e rígida para 
acomodar a sonda, encontrando-se esta na fase aquosa, o que resulta numa 
intensidade de fluorescência muito baixa.  
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4.2. Sistemas POPC/ergosterol e POPC/fitoceramida analisados com 
a sonda DPH 
 
 
Neste trabalho, para além da sonda t-PnA foi utilizada também a sonda DPH. 
A sua utilização deve-se ao facto de apresentar uma preferência de incorporação 
diferente da do t-PnA, obtendo-se informação complementar. Assim, foram 
caraterizados os mesmos sistemas binários: POPC/ergosterol e 
POPC/fitoceramida. 
 
4.2.1 Espectros de excitação e de emissão 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24 - Espectros de excitação (–) e de emissão (- -) normalizados do DPH em MLVs 
constituídos por POPC/fitoceramida 80:20 mol:mol a 24°C. O espectro de excitação foi 
obtido usando o comprimento de onda de emissão de 430 nm e o espectro de emissão foi 
realizado com excitação a 358 nm. O valor de intensidade a cada comprimento de onde (If) 
foi dividido pelo valor máximo de intensidade (If max) de cada espectro.  
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O DPH apresenta uma banda de excitação intensa entre 300 nm e 400 nm, 
com um máximo a 358 nm. Essa banda apresenta, tal como a do t-PnA, três picos, a 
341 nm, 358 nm, e 376 nm, resultantes de transições para diferentes níveis 
vibracionais do estado electrónico excitado. A sua gama de emissão está 
compreendida entre 375 nm e ~ 600 nm, na qual se podem destacar três picos: 
404 nm, 428 nm e 452 nm. Ao contrário do que se observa com o t-PnA, para o 
DPH a regra da imagem no espelho é parcialmente cumprida, isto é, o espectro de 
emissão é semelhante à imagem no espelho do espectro de excitação. Assim, a 
fotofísica do DPH incorporado nestas bicamadas lipídicas deverá ser mais simples 
que a do t-PnA. Estes resultados indicam que o comprimento de onda de excitação 
da sonda deve ser aos 358 nm e a sua emissão recolhida aos 428 nm, de modo a 
obter-se a maior intensidade de fluorescência possível. Os espectros da Figura 24 
correspondem a uma situação de coexistência gel/fluido. Ao longo deste trabalho 
experimental foram analisados sistemas com diferentes percentagens de fases gel 
e fluida, e ld e lo, entre os quais não se observaram desvios espectrais 
significativos. Estes espectros são, ainda, semelhantes a outros reportados na 
literatura (e.g. Lakowicz, 2006). Todavia, para as amostras cuja incorporação de 
sonda foi dificultada pela rigidez membranar (amostras ricas em fitoceramida, ver 
abaixo) os espectros obtidos apresentavam maior ruído e distorção, devido 
precisamente à baixa intensidade de fluorescência. 
 
 
4.2.2 Caraterização de sistemas binários à temperatura ambiente 
 
Na Figura 25 estão representados os valores de anisotropia do DPH em 
função da fracção molar de fitoceramida e mostram claramente que o DPH 
apresenta um aumento de anisotropia menos acentuado que o t-PnA, passando de 
0,11 (POPC puro) para 0,20 quando atingidos 60 mol% de esfingolípido, 
composição à qual, de acordo com os resultados obtidos com t-PnA, o sistema se 
encontra praticamente todo na fase gel. Este valor não é típico de uma fase gel (de 
Almeida et al., 2009), mostrando que esta sonda está a ser excluída dos domínios 
de gel ricos em fitoceramida, o que se confirma pelos valores de intensidade de 
fluorescência, Figura 26. A intensidade de fluorescência do DPH é máxima para 10 
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mol% de fitoceramida, e decresce acentuadamente para fracções molares mais 
elevadas. Para concentrações de fitoceramida superiores a 40 mol%, a intensidade 
de fluorescência medida era bastante baixa. Considerando que o DPH traduz 
essencialmente as propriedades dos domínios fluidos ricos em POPC, o pequeno 
aumento do valor de anisotropia com a incorporação de fitoceramida, poderá 
reflectir a capacidade deste lípido para melhorar o empacotamento das cadeias 
acilo do POPC, tal como observado anteriormente para o sistema 
POPC/palmitoilceramida (Pcer) (Silva et al., 2006b).  
Os decaimentos de intensidade de fluorescência do DPH são descritos por 
uma soma de duas exponenciais com valores entre 3-5,5 ns e 9,5-10,5 ns. Estes 
valores são semelhantes aos que normalmente se obtêm em diversos sistemas 
modelo de membranas, uma vez que o tempo de vida de fluorescência do DPH é 
pouco sensível a variações nas fases lipídicas (de Almeida et al., 2009). Assim, não 
é surpreendente que os valores de tempo de vida médio de fluorescência e do 
rendimento quântico pesado pelos tempos de vida do DPH sejam praticamente 
independentes da percentagem de ceramida (Figura 27). De qualquer forma, o 
ligeiro aumento observado para concentrações baixas e intermédias de 
fitoceramida deve ser uma consequência da ordenação das cadeias acilo da fase 
fluida, uma vez que os dados de anisotropia e de intensidade de fluorescência em 
estado estacionário mostram que o DPH é excluído dos domínios de gel ricos em 
fitoceramida (Figuras 25 e 26). Para concentrações elevadas de fitoceramida, 
conserva-se uma diminuição do rendimento quântico ponderado pelos tempos de 
vida, devido a uma exclusão ainda mais pronunciada da sonda. Esta diminuição 
deverá justificar o aumento observado na anisotropia da sonda para fracções de 
fitoceramida superiores a 60 mol% (Figura 25), de acordo com a equação de 
Perrin, referida anteriormente. Tal como aconteceu para o t-PnA, os resultados 
para fitoceramida pura não foram analisados devido à baixa intensidade de 
fluorescência obtida. 
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Figura 25 – Anisotropia de fluorescência em estado estacionário (Eq. 1) do DPH em 
função da composição incorporado em MLVs de POPC/fitoceramida a 24°C. Os pontos 
representados correspondem à média de duas medições e as barras de erro ao desvio 
padrão. As linhas verticais representam as fronteiras de coxistência de gel (G) e fluido (F). 
A linha a tracejado serve apenas para facilitar a leitura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26 – Intensidade de fluorescência em estado estacionário do DPH em função da 
composição em MLVs de POPC/fitoceramida a 24°C. Os dados correspondem à média de 
duas medições cujo erro está contido nos pontos. O valor de intensidade a cada 
comprimento de onde (If) foi dividido pelo valor máximo de intensidade (If max) de cada 
espectro. As linhas verticais representam as barreiras gel (G) e fluido (F). A linha a 
tracejado serve apenas para facilitar a leitura. 
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Figura 27 – Tempo de vida médio (●) e rendimento quântico ponderado pelos tempos de 
vida (○) (Eqs 3 e 4, respectivamente) do DPH em MLVs de POPC/fitoceramida a 24°C. Os 
dados são a média ± desvio padrão de duas medições em que os decaimentos de 
intensidade de fluorescência foram analisados com 3 exponenciais (Eq. 2). As linhas 
verticais representam as barreiras gel (G) e fluido (F). A linha a tracejado serve apenas 
para facilitar a leitura. 
 
 
No estudo de Silva et al., 2006a, são apresentados os valores de anisotropia 
do DPH para o mesmo sistema. No presente estudo observou-se a mesma 
tendência a 24ºC (Figura 28), isto é, um valor típico de ld para concentrações 
baixas de esterol e um aumento aproximadamente linear na zona de coexistência 
ld/lo. Na mesma figura compara-se também a variação de anisotropia do DPH em 
misturas POPC/fitoceramida.  Em geral, o DPH permite identificar a formação 
duma fase lo em misturas de POPC com colesterol na presença de ceramida (Castro 
et al. 2009). No entanto, como se pode ver na Figura 28, aquele parâmetro de 
fluorescência apresenta uma variação semelhante com o aumento da fracção de 
ergosterol e de fitoceramida, pelo que o DPH não deverá ser útil na distinção de 
domínios ricos em cada um destes lípidos no sistema ternário 
POPC/ergosterol/fitoceramida. Os decaimentos de intensidade de fluorescência do 
DPH também foram obtidos em misturas POPC/ergosterol. Na Figura 29 estão 
representados o tempo de vida médio e  o rendimento quântico ponderado pelos 
tempos de vida calculados a partir da análise desses decaimentos em função da 
concentração de ergosterol. Em ambos os casos, observa-se um aumento 
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
0 20 40 60 80
%Fitocer
ta
u
 
ba
rr
a 
o
u
 
<
t>
 
(n
s)
   F    G + F    G
τ 
ou
 <
 τ
 >
 (
n
s)
 
- 
Resultados 
62 
aproximadamente linear com a fracção de esterol, confirmando a capacidade 
ordenadora do ergosterol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28 – Variação a 24ºC da anisotropia de fluorescência  do DPH incorporado em 
MLVs de POPC/fitoceramida, ; e em LUVs de POPC/ergosterol, ○; em função da fracção 
molar de esfingolípido ou esterol, respectivamente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29 – Tempo de vida médio (●) e rendimento quântico ponderado pelos tempos de 
vida (○) (Eqs 3 e 4, respectivamente) do DPH em MLVs de POPC/ergosterol a 24°C. Os 
dados são a média  ± desvio padrão de triplicados em que os decaimentos de intensidade 
de fluorescência foram analisados com 2 exponenciais (Eq. 2). As linhas verticais 
representam as fronteiras de coexistência de fases ld e lo. A linha a tracejado serve apenas 
para facilitar a leitura. 
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4.3 Caracterização fotofísica da sonda Di-4-ANEPPS em diferentes 
fases lipídicas 
 
 
Só recentemente é que as sondas da família ANEPPS têm vindo a ser 
utilizadas para identificar domínios de lo ricos em colesterol, também conhecidos 
por jangadas lipídicas (Owen et al., 2006). Assim, na tentativa de encontrar uma 
sonda que possa distinguir os domínios de gel ricos em fitoceramida, dos domínios 
de lo ricos em ergosterol, quer em sistemas celulares, quer em sistemas modelo 
mais complexos que poderão reflectir mais fielmente as propriedades biofísicas da 
membrana plasmática da levedura, como o sistema ternário 
POPC/ergosterol/fitoceramida, procedeu-se à caracterização das propriedades de 
fluorescência da sonda Di-4-ANEPPS em diferentes misturas lipídicas. Começou 
por se estudar sistemas binários constituidos por DOPC ou PSM com 30 mol% de 
colesterol, que representam um sistema líquido desordenado e líquido ordenado, 
respectivamente. Estes sistemas foram utilizados previamente para testar a 
aplicabilidade da sonda ANEPPDHQ na detecção de jangadas de células de 
mamífero por imagiologia de tempos de vida de fluorescência (Owen et al., 2006). 
Posteriormente, foram estudados os sistemas DPPC e PSM puros, bem como os 
sitemas binários DPPC e DOPC com 30 mol% de colesterol, de modo a comparar 
com os resultados anteriores (estes resultados encontram-se resumidos na 
Tabelas 5). Após esta validação, em que se verificou que o Di-4-ANEPPS apresenta 
tendências de variação do tempo de vida de fluorescência com a fase lipídica 
semelhantes à reportada para a sonda ANEPPDHQ, prosseguiu-se o estudo para 
sistemas contendo ergosterol e fitoceramida, nomeadamente, em misturas com o 
POPC, e também de misturas POPC/colesterol para comparação.  
O primeiro objectivo foi obter os coeficientes de partição membrana-água 
para os diferentes sistemas, de modo a definir as condições experimentais a 
utilizar na sua caracterização. 
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4.3.1 Coeficientes de partição membrana-água do Di-4-ANEPPS a 24°C  
 
 
O coeficiente de partição (Kp) de uma sonda é um parâmetro importante em 
estudos de biofísica. Como já referido anteriormente, este parâmetro reflecte a 
preferência de incorporação da sonda na membrana relativamente à fase aquosa. 
Na figura 30 estão representadas a absorção e intensidade de fluorescência do 
Di-4-ANEPPS em função da concentração total de lípido para as misturas de DPPC 
30 mol% colesterol (A) e POPC com 41 mol% (B) e 13 mol% (C,D) de ergosterol. A 
forma hiperbólica observada está de acordo com o esperado para um estudo de 
incorporação, uma vez que, à medida que a concentração de lípido aumenta, a 
fracção de sonda incorporada na membrana também aumenta e, uma vez que o 
rendimento quântico da sonda é maior em ambiente lipídico do que aquoso, dá-se 
um aumento da intensidade de fluorescência. Assim, é possivel ajustar uma função 
aos resultados obtidos, a partir da qual se pode calcular o coeficiente de partição 
membrana-água (Eqs. 5 e 6).   
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Figura 30 – Determinação do coeficiente de partição membrana-água da sonda Di-4-
ANEPPS em sistemas modelo. L, concentração total de lípido, Abs a 467 nm (A) DPPC 30 
mol% colesterol; (B) POPC 41mol% ergosterol; (C) POPC 13mol% ergosterol; (D) POPC 
13mol% ergosterol. A linha resulta do ajuste por regressão não linear da Eqs. 5 e 6 aos 
dados experimentais de absorvência (Abs) e de intensidade de fluorescência (If). 
 
Na Tabela 4 estão representados os valores de Kp obtidos pelos ajustes aos 
valores de intensidade de fluorescência e absorvência dos sistemas POPC 13 e 41 
mol% ergosterol e DPPC 30 mol% colesterol, calculados a partir das equações 5 e 6 
(ver métodos), bem como os valores de volume molar utilizados. Nesta equação o 
Kp é calculado através do aumento não linear de um parâmetro sensível à 
incorporação da sonda na membrana (absorvência ou intensidade de 
fluorescência) em função do aumento da concentração total de lípido. Destes 
ajustes obtém-se o valor do coeficiente de partição multiplicado pelo volume molar 
do sistema lipídico (Kp×δL). 
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Tabela 4 – Coeficiente de partição (Kp) e volume molar (δL) do Di-4-ANEPPS para os 
sistemas POPC 13 e 41mol% ergosterol e DPPC 30mol% colesterol, calculados pelo ajuste 
da equação 6 aos valores de intensidade de fluorescência (If) e absorvência (Abs) das 
amostras. 
Referências: a) Greenwood et al., 2006; Marsh, 1990  
 
Pelos valores da Tabela constata-se que a sonda Di-4-ANEPPS tem maior 
preferência de incorporação nos domínios lo, formados no sistema POPC 41 mol% 
ergosterol, do que nos domínios ld, POPC 13 mol % ergosterol. Estes dados 
suportam a utilização desta sonda como identificador de jangadas lipídicas ricas 
em ergosterol, e portanto de leveduras. Por outro lado, para os estudos em DPPC 
30 mol% colesterol obteve-se um valor de Kp mais baixo. Dado que esta mistura 
corresponde a uma fase lo bastante rígida, não sendo por isso um verdadeiro 
modelo de jangadas lipídicas, o baixo valor de Kp obtido deverá corresponder à 
dificuldade de incorporação da sonda numa fase lipídica em que o volume livre é 
bastante reduzido.  
O valor de Kp obtido para o Di-4-ANEPPS é 2 ordens de grandeza inferior ao 
observado para o t-PnA (1-5 x106) (Sklar et al., 1980). Estes dados são indicativos 
que a sonda Di-4-ANEPPS não tem a mesma facilidade de incorporação em 
membranas que o t-PnA. Tal é devido às cadeias acilo com apenas 4 átomos de 
carbono, que tornam a sonda menos hidrófoba. Esta sonda é utilizada para marcar 
tanto a membrana plasmática como as membranas internas das células. A sonda 
di-8-ANEPPS, por exemplo, é mais hidrófoba e deverá ter uma partição mais 
pronunciada para as membranas. No entanto, não é incorporada tão facilmente em 
Composição lipídica 
Coeficiente de partição 
( 310−x ) 
Volume molar (δL)a 
(L/mol) 
If 26±7 POPC 13mol% 
ergosterol Abs 21±5 
0,678 
POPC 41mol% 
ergosterol 
If 45±13 0,498 
DPPC 30mol% 
colesterol 
If 2,0±0,5 0,520 
Resultados 
67 
sistemas celulares. A fotofísica das duas sondas deverá, no entanto, ser semelhante, 
uma vez que apresentam o mesmo fluoróforo. 
É possível observar na Figura 30 que a 0,34 mM de lípido total o valor de 
intensidade de fluorescência atinge um valor bastante próximo do seu valor 
máximo. Para além disso, os valores de anisotropia mostram uma clara diminuição 
do valor de anisotropia (Figura 31) em função da concentração de lípido total para 
a mistura DPPC 30 mol% colesterol para concentrações superiores a 0,4 mM. Esta 
diminuição é devida ao processo de homotransferência de energia, através do qual, 
devido à proximidade das moléculas de sonda umas das outras, a energia de 
excitação de um fluoróforo é transferida para outro por um processo não radiativo 
de ressonância, alterando o plano de luz polarizado, o que se traduz numa 
diminuição da anisotropia de fluorescência da amostra (Valeur, 2001). Assim, 
devido aos valores de intensidade de fluorescência e aos resultados de anisotropia 
foi escolhida a concentração de 0,4 mM para caracterizar os vários sistemas 
lipídicos. O mesmo perfil de anisotropia em função da concentração de lípido foi 
obtido para os outros sistemas estudados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31 – Anisotropia de fluorescência em estado estacionário (Eq. 1) do Di-4-ANEPPS 
em função da concentração total de lípido em LUVs de DPPC 30 mol% colesterol,, POPC 
13, •, e 41, ○, mol% ergosterol a 24ºC. Os resultados representam a média de duas 
medidas, cujo erro se encontra contido nos pontos. O tracejado serve apenas para facilitar 
a leitura. 
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4.3.2 Espectros de excitação e de emissão 
 
 
A sonda Di-4-ANEPPS apresenta um desvio espectral que depende da 
quantidade e espécie de esterol. De seguida mostram-se os espectros de excitação 
e de emissão da sonda incorporada em  POPC e nas misturas binárias POPC 40 
mol% ergosterol e colesterol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32 – Espectros de excitação (preto) e de emissão normalizados do Di-4-ANEPPS 
em LUVs de POPC (verde), POPC 40 mol% ergosterol (azul) e POPC 40 mol% Colesterol 
(laranja), a 24ºC. O espectro de excitação foi obtido usando o comprimento de onda de 
emissão de 599 nm e os espectros de emissão foram realizados com excitação a 467 nm. O 
valor de intensidade a cada comprimento de onda (If) foi dividido pelo valor máximo de 
intensidade (Ifmax) de cada espectro.  
 
O Di-4-ANEPPS apresenta uma banda de absorção intensa entre 350 nm e 
570 nm com um máximo a 468 nm (Figura 32). A posição do espectro de excitação 
é pouco sensível ao microambiente do fluoróforo. No entanto, o espectro de 
emissão é bastante influenciado pelo ambiente circundante, nomeadamente a 
presença de esteróis, devido provavelmente à formação de um estado de 
transferência interna de carga subsequente à excitação do fluoróforo (Loew et al., 
1992). Esta sonda tem sido usada essencialmente devido à sua elevada 
sensibilidade ao potencial de membrana (Fluhler et al., 1985). Esta resposta óptica 
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é suficientemente rápida para detectar alterações no potencial transiente de 
células excitáveis, incluindo neurónios isolados, células cardíacas e preparações de 
tecido intactas (Loew et al., 1992). Assim, observou-se uma gama de emissão que 
começa a cerca de 500 nm e que se prolonga para comprimentos de onda 
superiores a 650 nm, ficando a extremidade do espectro fora da gama de detecção 
do fotomultiplicador utilizado. Para o POPC, o máximo de emissão ocorre a 620 
nm. Quando o sistema apresenta 40 mol% de ergosterol o espectro de emissão tem 
o máximo desviado para o azul, a 602 nm. Com igual fracção molar de colesterol 
observa-se um maior desvio espectral, para 592 nm (Figura 32). Neste trabalho a 
sonda foi utilizada para estudar a influência de esteróis em sistemas lipídicos, pois 
sabe-se que estes alteram o potencial de membrana, quando estas são constituídas 
essencialmente por lípidos na fase gel e fluida (Matos et al., 2008). Desta forma 
prepararam-se LUVs de POPC com diferentes fracções molares de colesterol e 
ergosterol. 
 
 
4.3.3 Influência da composição lipídica nos decaimentos de 
intensidade de fluorescência e anisotropia de fluorescência em estado 
estacionário 
 
Como já foi aflorado no ponto 3.2, a sonda DPH não apresenta diferenças 
notórias nos perfis de anisotropia e tempos de vida entre os sistemas binários com 
ergosterol e fitoceramida, sendo necessária a análise destes sistemas com outra 
sonda, neste caso o Di-4-ANEPPS. Na Tabela 5 estão representados os resultados 
dos decaimentos de intensidade de fluorescência desta sonda.  
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Tabela 5 – Parâmetros que descrevem os decaimentos bi-exponenciais de intensidade de 
fluorescência, anisotropia de fluorescência em estado estacionário e comprimento de onda 
de emissão máxima do espectro de emissão em estado estacionário da sonda Di-4-ANEPPS 
incorporada em LUVs de POPC com colesterol e ergosterol, DPPC, PSM, DOPC e MLVs de 
POPC fitoceramida com diferentes percentagens molares de ergosterol, colesterol ou 
fitoceramida a 24ºC. Os valores nas colunas a1 e a2 são as pré-exponênciais das 
componentes do decaimento, t (Eq. 2). 
−
τ corresponde ao tempo de vida médio ponderado 
pelo rendimento quântico da sonda (Eq. 4) e >< τ é o tempo de vida médio de 
fluorescência da mesma (Eq. 3). 
Composição lipídica a1 
τ1 
(ns) 
a2 
τ2 
(ns) 
−
τ  
(ns) 
<τ>(ns) 
λmax 
(nm) 
<r> 
Puro 0,39 0,94 0,61 2,06 1,61 1,80 620 0,298 ± 0,001 
10 0,39 0,95 0,61 2,28 1,76 2,00 616 0,299 ± 0,002 
20 0,29 1,17 0,61 2,53 2,00 2,22 610 0,300 ± 0,002 
30 0,43 1,46 0,57 2,78 2,22 2,41 605 0,302 ± 0,002 
40 0,46 1,77 0,54 3,08 2,48 2,65 602 0,304 ± 0,001 e
rg
os
te
ro
l 
 (
m
ol
%
) 
50 0,37 1,62 0,63 3,27 2,66 2,90 600 0,307 ± 0,002 
10 0,47 1,56 0,53 2,50 2,05 2,16 612 0,290 ± 0,001 
co
le
st
er
ol
 
(m
ol
%
) 
40 0,43 2,02 0,57 3,57 2,92 3,12 592 0,295 ± 0,001 
10 0,32 1,43 0,68 2,12 1,90 1,96 620 0,275 ± 0,001 
P
O
P
C
 
fi
to
ce
ra
m
id
a 
(m
ol
%
) 
30 0,47 1,57 0,53 2,19 1,90 1,95 620 0,273 ± 0,002 
Puro 0,62 0,61 0,38 2,45 1,29 1,91 630 0,303 ± 0,013 
30 mol% colesterol 0,23 2,09 0,77 4,50 4,01 4,22 563 0,336 ± 0,013 
D
P
P
C
 
30 mol% ergosterol 0,50 1,50 0,50 3,90 2,70 3,24 575 0,329 ± 0,003 
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Representa-se graficamente na Figura 33 alguns valores de tempos de vida e 
rendimento quântico ponderado pelos tempos de vida com a composição, para 
realçar a sua variação com a composição.  
 
 
 
 
 
 
Figura 33 – Tempo de vida médio (A) e rendimento quântico ponderado pelos tempos de 
vida (B) (Eqs 3 e 4, respectivamente) do Di-4-ANEPPS em MLVs de POPC/fitoceramida, , 
e LUVs de POPC/ergosterol, •, e POPC/colesterol, , a 24°C. Os dados são a média  ± 
desvio padrão de triplicados em que os decaimentos de intensidade de fluorescência 
foram analisados com 2 exponenciais (Eq. 2) e as anisotropias utilizando a Eq. 1. As linhas 
verticais representam as fronteiras de coexistência de fases ld e lo. A linha a tracejado 
serve apenas para facilitar a leitura. 
 
Como se pode observar na Tabela anterior, a adição de colesterol ou 
ergosterol, aos diferentes lípidos estudados, aumenta os tempos de vida da sonda. 
Esta variação nos tempos de vida está intimamente relacionada com o esterol 
adicionado. Com adição da mesma quantidade de colesterol e ergosterol nos 
diferentes lípidos verifica-se um aumento de tempos de vida sempre maior nas 
misturas com colesterol. Para o sistema POPC com 10mol% de esterol, a sonda 
Puro 0,57 1,63 043 3,34 2,34 2,65 620 0,319 ± 0,003 
30 mol% colesterol 0,24 1,75 0,76 4,74 4,03 4,43 580 0,330 ± 0,004 
P
SM
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apresenta um valor de tempo de vida médio ligeiramente superior para o sistema 
com colesterol quando comparado com o que contem ergosterol, mas quando se 
comparam os sistemas com 40 mol % de esterol as diferenças são notórias. Estes 
resultados corroboram os desvios espectrais mais acentuados para os sistemas 
com colesterol do que com ergosterol referidos anteriormente. Não obstante, o 
aumento de tempo de vida de fluorescência da sonda induzido pelo ergosterol 
deverá ser suficiente para identificar a presença de jangadas lipídicas ricas em 
ergosterol em modelos da membrana plasmática da levedura. Interessantemente, o 
ergosterol praticamente não tem efeito no tempo de vida médio da sonda na 
presença de esfingomielina, ao passo que é quando adicionado a esse lípido que o 
colesterol imprime um maior aumento no tempo de vida da sonda. A 
esfingomielina é um esfingolípido de mamífero, e um dos principais constituintes 
das jangadas de mamífero, mas não existe em leveduras.  
Relativamente ao efeito da fitoceramida no decaimento de fluorescência do 
Di-4-ANEPPS, as diferenças entre POPC puro e com 10 mol % de fitoceramida são 
muito menos marcadas do que com esteróis, não se tendo detectado qualquer 
efeito adicional quando a fracção molar de fitoceramida é aumentada de 10 para 
30 mol%. A fitoceramida tem tendência para se agrupar em regiões, formando 
domínios de gel muito rígidos (resultados anteriores obtido com o t-PnA e o DPH). 
Assim, a sonda Di-4-ANEPPS, que apresenta um fluoróforo ainda mais volumoso 
que o DPH, deverá também ser excluída dos domínios ricos em fitoceramida 
incorporando-se apenas nas regiões menos ordenadas da membrana. A pequena 
diferença observada no tempo de vida da sonda na ausência e na presença de 10 
mol% de fitoceramida deverá ser devida ao ordenamento da fase fluida, pois para 
esta composição a fracção de gel ainda é muito pequena. Ao aumentar a fracção de 
fitoceramida para 30 mol%, para a qual já existe uma fracção signifcativa da 
membrana na fase gel, não se observa qualquer efeito. 
Na Tabela 5 apresentam-se também os valores de anisotropia de 
fluorescência em estado estacionário do Di-4-ANEPPS para os diferentes sistemas 
estudados. Para os sistemas que na ausência de esterol se encontram na fase gel, 
observa-se um aumento do valor de anisotropia com a adição de esterol, com 
excepção para a mistura de ergosterol com PSM. Nos anteriores sistemas, quer o 
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ergosterol quer o colesterol promovem a formação de uma fase lo, excepto o 
ergosterol em PSM, mostrando que existe uma correlação entre a anisotropia de 
fluorescência do Di-4-ANEPPS e o comportamento biofísico dos lípidos em estudo. 
Nos casos em que o lípido puro se encontra na fase fluida, a adição de esterol 
provoca uma diminuição da anisotropia. Neste caso, a condensação dos 
fosfolípidos promovida pelo esterol provoca uma diminuição da distância média 
entre as moléculas de sonda, aumentando a eficiência da homotransferência de 
energia. Para concentrações mais elevadas de esteróis, volta a haver um aumento 
da anisotropia devido ao aumento da ordem do sistema. No caso da adição de 
fitoceramida, a diminuição de anisotropia da sonda é mais acentuada. Tal é devido 
à segregação da sonda para a fase fluida, que leva a um aumento de concentração 
local de sonda, por um lado, porque há menos lípido disponível para distribuição 
da sonda, e por outro devido ao efeito ordenador da fitoceramida no fosfolípido.  
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5. Discussão 
Com este trabalho pretendeu-se caraterizar os sistemas lipídicos binários 
que mimetizam as interações lípido-esterol e fosfolípido-esfingolípido que 
ocorrem na membrana de Saccharomyces cerevisiae utilizando sistemas modelo 
binários constituídos pelos lípidos POPC, ergosterol e fitoceramida. 
 
5.1 Abordagem multi-sondas no estudo de sistemas modelo da membrana 
plasmática da levedura 
 
 
Os lípidos membranares não apresentam fluorescência intrínseca sendo 
necessária a marcação com um fluoróforo extrínseco. Assim, são utilizadas sondas 
fluorescentes que se incorporam na bicamada lipídica. No presente estudo foram 
utilizadas três sondas fluorescentes de membrana, DPH, t-PnA e Di-4-ANEPPS. 
Estas sondas são bastante sensíveis ao microambiente que as rodeia, 
principalmente à heterogeneidade de fases lipídicas, sendo bastante úteis para o 
estudo de separação de fases em bicamadas (e.g. Sklar et al., 1979; Owen et al., 
2006; Silva et al., 2006b e Figuras 14, 19, 32). A sonda t-PnA apresenta uma 
partição maior para as fases gel, sendo o Kpg/f de 4,5 para o sistema POPC/Pcer à 
temperatura ambiente (Silva et al., 2006b). Por outro lado, esta sonda apresenta 
um rendimento quântico maior no gel, sendo importante para detectar estes 
domínios através da presença de uma componente longa no seu dacaimento de 
fluorescência com um tempo de vida superior a 30 ns (de Almeida et al., 2009). Por 
seu lado, o DPH apresenta uma partição muito semelhante em fases gel e fluida 
distribuindo-se aleatoriamente pela membrana. Esta sonda é excluída facilmente 
de domínios ricos em fitoceramida, como se observou pelos valores de intensidade 
de fluorescência nas vesículas de POPC/fitoceramida (Figura 26), enquanto que a 
exclusão do t-PnA só ocorre a percentagens molares de fitoceramida muito mais 
elevadas (>60mol%; Figura 17). Assim, o t-PnA caracteriza fundamentalmente os 
domínios ricos em fitoceramida enquanto que o DPH reporta principalmente as 
propriedades daqueles que são ricos em POPC, obtendo-se desta maneira uma 
informação complementar. A terceira sonda, Di-4-ANEPPS, foi utilizada na 
comparação das alterações biofísicas da membrana exercidas pelo colesterol, 
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ergosterol e fitoceramida em vesículas de PSM, DPPC, DOPC e POPC, uma vez que é 
sensível ao potencial de membrana (Matos et al., 2008).  De referir ainda que é 
necessário estudar vários parâmetros fotofísicos das sondas, nomeadamente 
intensidade de fluorecência e anisotropia de fluorescência em estado estacionário 
e tempos de vida de fluorescência, de modo a fazer uma interpretação global dos 
resultados, e a detectar as várias alterações biofísicas que cada componente 
imprime às membranas. 
 
 
5.2 A fitoceramida forma domínios de gel na presença de POPC ao 
contrário do ergosterol 
 
 
A formação de fases sólidas está relacionada com a Tm média do sistema 
lipídico utilizado, com temperatura e presença de esteróis. No caso de uma 
bicamada de DPPC/ergosterol, observa-se a transição gel - fluido a temperaturas 
ligeiramente inferiores à temperatura de transição de fase principal do DPPC 
(41ºC, Tabela 1) para fracções molares de ergosterol inferiores a 20mol% (Figura 
6), enquanto para fracções superiores essa transição desaparece, existindo apenas 
uma fase lo (Hsueh et al., 2005).   
Acima da Tm do fosfolípido, como o caso do POPC à temperatura ambiente 
(Figura 7), o ergosterol promove a separação lo/ld (Hsueh et al., 2005, Silva et al., 
2006a). Também os resultados de decaimentos de intensidade de fluorescência, 
obtidos neste trabalho, confirmam a ausência de uma componente característica 
de gel (>30ns) (componente longa do t-PnA, Figura 14). A capacidade do 
ergosterol promover a formação de líquido ordenado ou desordenado, deve-se ao 
facto deste lípido se inserir na bicamada lipídica e organizar apenas as cadeias 
acilo dos lípidos que a constituem. Assim, maiores quantidades de ergosterol vão 
levar a um grau de organização maior das cadeias, pelo que se formam domínios lo.  
A mistura binária POPC/fitoceramida à temperatura ambiente (24ºC) 
encontra-se numa situação de coexistência de fases gel-fluido; como será discutido 
mais adiante. Os resultados de tempos de vida do t-PnA mostraram que são 
necessários apenas 10 mol% de esfingolípido para induzir a formação de domínios 
de gel (τi 42ns) (componente longa do t-PnA, figura 14). Em condições biológicas, a 
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concentração de esfingolípidos complexos na membrana plasmática de levedura é 
de aproximadamente 10 mol% de lípidos totais (Cowart e Hannun, 2005), 
deixando prever a possibilidade da formação de domínios de gel na membrana de 
levedura. Esta possibilidade foi recentemente confirmada no nosso grupo de 
investigação com a descoberta da existência de uma componente longa para o 
decaimento do t-PnA de aproximadamente 37ns na célula wild-type de levedura 
(Aresta Branco, dados não publicados). A presença de uma componente longa mais 
baixa na membrana de levedura deve-se à sua complexidade. Um importante factor 
a ter em conta é a presença de ergosterol na membrana de levedura, que se tiver o 
mesmo efeito que o colesterol vai solubilizar parte desses domínios de gel. No 
entanto, resultados no mutante erg6∆ de S. cervisiae, que não contêm ergosterol, 
mostram que os domínios de gel estão presentes em menor abundância do que em 
células wt (Aresta Branco, 2009). Deste modo, torna-se importante estudar o 
sistema ternário POPC/ergosterol/fitoceramida, para avaliar o papel do ergosterol 
na formação de domínios de gel na membrana plasmática da levedura.  
No nosso grupo de investigação foi ainda estudado o decaimento de 
intensidade de fluorescência em células de levedura mutantes scs7∆, onde não é 
efectuada a hidroxilação das cadeias acilo dos esfingolípidos (Aresta Branco, 
2009). Neste caso, o valor da componente longa é de 42 ns, não diferindo 
significativamente do valor obtido neste trabalho (Figura 14). A fitoceramida 
usada neste trabalho encontra-se acilada com o ácido esteárico, que também não é 
hidroxilado,  deverá ser esta a razão pela qual a componente longa do t-PnA se 
aproxima mais da obtida em células scs7∆ do que em células wt. 
A formação de domínios demasiado rígidos e compactos para fracções 
molares altas de fitoceramida é capaz de expulsar moléculas como o DPH e mesmo 
o t-PnA, que apresenta uma partição preferencial para o gel. Nesta medida é 
possível inferir que em situações de stress em que o nível de fitoceramida se pode 
encontrar elevado (Garidel, 2006), a formação de domínios ricos em fitoceramida 
pode levar à dissociação de proteínas da membrana, desregulando o equilíbrio 
estrutural e funcional da mesma.  
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Os estudos de anisotropia do sistema POPC/fitoceramida usando DPH 
permitiram observar que apesar da associação em domínios gel ricos em 
fitoceramida, o esfingolípido intercala-se na fase fluida ordenando as cadeias acilo 
dos fosfolípidos. Com efeito, o valor de anisotropia do DPH aumentou de forma 
aproximadamente linear, até atingir um patamar a 40mol% (figura 25), 
percentagem a partir da qual volta a aumentar, mas devido à diminuição de 
intensidade de fluorescência e tempos de vida resultantes da sua exclusão da 
membrana.  
Deste modo, podemos inferir que a presença de estruturas rígidas na 
membrana plasmática de levedura se devem à presença de esfingolípidos com 
esqueleto de fitoceramida e não à presença do ergosterol, uma vez que apenas o 
primeiro apresenta a capacidade de formar domínios de fase gel. 
 
5.3 Diagrama de fases binário POPC/fitoceramida 
 
 
A levedura é capaz de alterar o metabolismo de esfingolípidos em resposta 
a alterações no meio exterior, isto é, mudanças na temperatura (de 24-30°C para 
37-42°C). Este fenómeno é caracterizado pelo aumento repentino na síntese de 
novo de esfingolípidos, que inicialmente causam o aumento de 2-100 vezes o 
número de bases esfingóides, levando mais tarde à acumulação de fitoceramida e 
di-hidroceramida (Cowart e Hannun, 2005). Assim, de modo a compreender a 
relação entre as alterações biofísicas da membrana induzidas pela fitoceramida e o 
seu papel em processos biológicos, é essencial definir as mudanças que ocorrem na 
membrana em função da concentração desta. Deste modo, foram preparadas 
misturas de POPC com percentagens crescentes de fitoceramida com o objectivo de 
se construir o diagrama de fases binário POPC/fitoceramida. Existem na literatura 
alguns diagramas de fases para misturas semelhantes, nomeadamente, POPC/Ncer 
(Pinto et al., 2008) e POPC/Pcer (Silva et al., 2006b). A Ncer é uma ceramida com 
uma cadeia acilo 24:1 o que lhe confere assimetria entre cadeias, uma vez que a 
base esfingóide apresenta 18 átomos de carbono. Quanto à Pcer esta apresenta um 
ácido gordo 16:0 e uma base esfingóide igual à da Ncer. A fitoceramida utilizada 
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neste trabalho apresenta a mesma cadeia carbonada na base esfingóide mas com 
uma hidroxilação no início da mesma e com uma cadeia acilo de 18:0.  
O diagrama de fases que se apresenta de seguida foi construído com base 
nos resultados experimentais obtidos com o t-PnA e o DPH neste trabalho, por 
comparação com os diagramas de fase para sistemas análogos disponíveis na 
literatura (POPC/PCer, Silva et al., 2006 e POPC/NCer Pinto et al., 2008), e ainda 
com base nos estudos de termotropismo e estrutura da fitoceramida C18:0 
(Raudenkolb et al., 2003; Garidel, 2006). 
Através da variação de anisotropia de fluorescência do t-PnA com a 
temperatura, podem ser determinadas algumas fronteiras de coexistência de fases 
do sistema POPC/fitoceramida (Figura 34).  Na Figura 34 está representada a linha 
correspondentes a Tf da transição de fase gel – fluido, obtidas a partir das rampas 
de temperatura do t-PnA (Tabela 3), linha L1. 
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Figura 34 – Diagrama de fases do sistema binário POPC/fitoceramida. As linhas a cheio 
foram determinadas experimentalmente pela variação de parâmetros de fluorescência do 
t-PnA e do DPH. As linhas a tracejado são a melhor estimativa baseada nas regras da 
termodinâmica e diagramas de fases para sistemas análogos (Silva et al. 2006; Pinto et al. 
2008). As temperaturas de transição de fase principal do POPC, (-2,9ºC, ), e fitoceramida, 
(100ºC, ), puros foram retiradas de: de Almeida et al., 2003 e Raudenkolb et al., 2003, 
respectivamente. As abreviações correspondem a F – fase fluida; G1 – fase gel 1 rica em 
fitoceramida; G2 – fase gel 2 rica em fitoceramida. Ver texto para mais informação. 
 
Como foi dado a entender na secção 3.1.2, o diagrama de fases para o 
sistema POPC/fitoceramida apresenta múltiplas zonas de coexistência de fases. Na 
Figura 34 propõe-se um diagrama do tipo peritéctico, em que ocorre uma única 
fase fluida rica em POPC (F), que pode coexistir com a fase gel 1 (G1) abaixo do 
ponto peritético, ou com a fase gel 2 (G2) acima deste. Para o diagrama ficar 
completo, deverá existir ainda uma pequena região de coexistência entre os dois 
géis, para temperaturas próximas da temperatura de transição gel 1 – gel 2 da 
fitoceramida pura. A linha a cheio L2 foi determinada experimentalmente tomando 
o ponto em que a intensidade de fluorescência do DPH a 24ºC se torna 
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praticamente contante e muito baixa, que coincide com o atingimento do segundo 
máximo no valor de anisotropia (a várias temperaturas; Figuras 16 e 23) e tempo 
de vida médio (a 24ºC; Figura 20) do t-PnA. A linha L2 foi calculada pela variação de 
anisotropia a temperatura fixa, (Figuras 16 e 23). As restantes linhas a tracejado 
correspondem, a estimativas aproximadas recorrendo a princípios da 
termodinâmica, em conjunto com as temperaturas de transição de fases da fitocer 
pura (Garidel, 2003). Em condições fisiológicas, ou seja, fracções de esfingolípidos 
intermédias e temperaturas na ordem dos 20 e dos 30ºC, pelo diagrama de fases 
podemos concluir que a membrana se apresenta organizada numa coexistência de 
fase G1 + F. Nesta fase as sondas não foram completamente excluídas (Figuras 17 e 
26).  
O diagrama de fases para o sistema POPC/fitoceramida apresenta algumas 
semelhanças ao diagrama de fases POPC/PCer obtido por Silva et al., 2006b, Pinto 
et al., 2008 (Figura 8), na qual se observou uma transição para fase fluida acima de 
40ºC para fracções de Pcer superiores a 20mol%, enquanto neste trabalho essa 
transição foi observa a cerca de 42ºC, para fracções de fitoceramida também 
superiores a 20mol%. Em ambos os casos, deverá persistir uma extensa região de 
coexitência gel/fluido que não é detectada por nenhuma das sondas aqui 
utilizadas, uma vez que tanto a fitoceramida como a PCer apresentam valores de 
Tm muito elevados (≈100ºC (Raudenkolb et al., 2003)  e ≈90ºC (Silva et al., 2006b), 
respectivamente). Quando se compara os resultados obtidos para fracções mais 
elevadas de ceramida (Silva et al., 2006b) são observadas também algumas 
diferenças, relacionadas principalmente com o facto da temperatura da linha gel – 
fluido ocorrer aproximadamente a 60°C para o sistema POPC/PCer, e a cerca de 
42ºC para o sistema POPC/fitoceramida. Nesta medida, e tendo em conta que nos 
casos em que se utiliza ceramida se obtém uma temperatura de transição gel – 
fluido maior, conclui-se que o gel formado pela fitoceramida usada neste trabalho 
não apresenta uma estabilidade térmica tão elevada. Isto deverá dever-se 
essencialmente à diferença de estruturas entre os esfingolípidos, uma vez que a 
fitoceramida apresenta uma hidroxilação no início da cadeia da base esfingóide 
que dificulta o empacotamento lipídico, quando comparado com as ceramidas de 
mamífero que não apresentam essa hidroxilação (Xu et al., 2001). 
Discussão 
82 
Na Figura 18, na qual estão representados os tempos de vida médios do t-
PnA, observa-se que há um aumento acentuado neste parâmetro biofísico para 
pequenas percentagens de fitoceramida, passando de 5 ns (POPC puro) para 25 ns 
com apenas 20 mol% de fitoceramida atinguindo um valor máximo de 32 ns para 
as percentagens de 60 e 90 mol%. No caso do sistema POPC/Ncer a variação de 
tempo de vida médio é menos acentuada para pequenas percentagens de 
ceramida, mas é atingido um máximo de 35 ns para 70 mol% de Ncer (Pinto et al., 
2008) sugerindo, mais uma vez, que a fitoceramida não apresenta a mesma 
capacidade de compactar o POPC que a Ncer. No entanto observa-se que 
percentagens menores de fitoceramida apresentam uma capacidade maior de 
formar domínios de gel, uma vez que os tempos de vida médios para estas 
quantidades de fitoceramida são maiores do que os apresentados para a Ncer. Esta 
diferença deverá ser explicada pela Tm da Ncer (52ºC, Pinto et al., 2008) que é 
muito inferior quer à da Pcer quer à da fitoceramida.  
Para temperaturas mais baixas, o diagrama de fases POPC/fitoceramida 
apresenta mais semelhanças com o do sistema POPC/Ncer. Neste caso, a 
temperatura da pré-transição é mais próxima para estas duas ceramidas (32ºC, 
Garidel, 2003 e 20ºC, Pinto et al., 2008) do que para a PCer (~65ºC Silva et al., 
2006b). 
Relativamente aos tempos de vida do t-PnA, é de realçar a semelhança entre 
aqueles que se obtêm para o sistema POPC/Pcer (Silva et al., 2006b) e aqueles que 
foram obtidos neste trabalho (Figura 18), uma vez que se observa um aumento 
brusco deste parâmetro até 20 mol % de ceramida a partir do qual estabiliza. Este 
facto pode ser devido à maior simetria das caudas hidrófobas destas ceramidas e 
da semelhança da sua Tm (ver acima). 
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5.4 Identificação de domínios ricos em esteróis pelo Di-4-ANEPPS  
 
 
Como referido anteriormente, só recentemente é que foi atribuída a sondas 
da família do Di-4-ANEPPS a capacidade de identificar jangadas lipídicas (e.g. 
Owen et al., 2006). Nem todos os esteróis apresentam a capacidade de formar 
jangadas lipídicas, contudo o colesterol e o ergosterol são alguns dos que têm essa 
capacidade (Xu et al, 2001). É também sabido que os esteróis alteram o potencial 
de membrana (Raffy e Teissie, 1999) e que o Di-4-ANEPPS é bastante sensível a 
pequenas variações do mesmo (Fluhler et al., 1985). Nesta medida, e visto que nos 
eucariotas superiores o esterol mais abundante nas jangadas é o colesterol e nos 
inferiores o ergosterol, é importante definir as alterações que os dois esteróis 
podem promover nos vários parâmetros de fluorescência do Di-4-ANEPPS. O 
espectro de excitação desta sonda não é alterado em vesículas de POPC pela 
presença de esteróis. O mesmo já não se verifica para o espectro de emissão que 
apresenta uma grande sensibilidade à presença destes lípidos. É sabido que o 
colesterol tem capacidade para formar domínios mais ordenados que o ergosterol 
(Shrivastava et al., 2007) e também neste estudo foi demonstrada essa mesma 
capacidade, uma vez que para a mesma fracção molar de colesterol e ergosterol se 
obteve um maior desvio no espectro de emissão e um maior aumento do tempo de 
vida de fluorescência (quer das componentes isoladas, quer dos tempos de vida 
médios) do Di-4-ANEPPS nas membranas contendo colesterol. Apesar disso, as 
alterações, quer do espectro de emissão quer do decaimento de intensidade de 
fluorescência do di-4-ANEPPS promovidas pelo ergosterol são bastante notórias e 
têm uma dependência clara com a fracção de esterol (Tabela 5 e Figura 32). Estes 
dados são bastante interessantes no que diz respeito a uma possível utilização de 
microscopia de fluorescência para identificar domínios ricos em ergosterol em 
membranas de células de levedura. Dado que esta sonda tem uma emissão no 
visível é possível estudar a localização de domínios ricos em esteróis (lo), devido à 
preferência de incorporação nesta fase (Tabela 4), bem como maior rendimento 
quântico nestas fases devido ao aumento do valor de tempos de vida pesado pelo 
rendimento quântico com o aumento de esterol (Tabela 5 e Figura 33). Esta técnica 
serviria então como uma abordagem complementar à utilização da espectroscopia 
de fluorescência no estudo de sistemas modelo contendo esteróis que apresentem 
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a capacidade de alterar o potencial de membrana (e.g. ergosterol e colesterol), 
sendo depois utilizada em membranas de mamífero e/ou levedura para identificar 
este tipo de domínios. Esta sonda apresenta a vantagem de ser bastante fotoestável 
e não requer excitação no UV, ao contrário da filipina, a sonda mais usada para 
identificar jangadas lipídicas em leveduras, que além disso, tem elevada toxicidade 
e um fotobranqueamento muito rápido (Gimpl e  Gehrig-Burger, 2007). 
Por outro lado, esta sonda também pode ser utilizada para avaliar a 
variação de parâmetros biofísicos como os tempos de vidas de fluorescência. Como 
se mostrou na Tabela 5 os valores de tempos de vida são sistematicamente 
aumentados na presença de esteróis e não na presença de fitoceramida. Assim, o 
Di-4-ANEPPS poderá vir a ser usado em imagiologia de tempos de vida de 
fluorescência para avaliar variações no conteúdo em ergosterol das membranas 
celulares de levedura, à semelhança do que foi feito por Owen et al., 2006 na 
detecção de domínios ricos em colesterol em células de mamífero.  
Finalmente, a sonda Di-4-ANEPPS deverá permitir a caracterização do 
sistema ternário POPC/ergosterol/fitoceramida que mimetiza a membrana de 
levedura em complementaridade com o t-PnA, uma vez que este detectará a 
formação de domínios de gel ricos em fitoceramida e o Di-4-ANEPPS a formação de 
domínios lo ricos em ergosterol. 
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6. Conclusões e Perspectivas futuras 
Neste trabalho foi observado que a fitoceramida em pequenas quantidades 
tem a capacidade de formar domínios de gel na presença de POPC a temperaturas 
próxima da fisiológica. Esta fase gel é bastante rígida, excluindo o DPH. No entanto, 
a fracções molares elevadas, este esfingolípido forma domínios de gel ainda mais 
rígidos e compactos, capazes de excluir o t-PnA, indicando que pode ocorrer 
também uma exclusão de outros constituintes da membrana quando esta se 
encontra em níveis elevados (e.g em situações de stress) alterando o balanço e 
estrutura da mesma. 
Através do diagrama de fases conclui-se que este contém multiplas regiões 
de coexistência de fases, apresentando contudo algumas diferenças relativamente 
a outras ceramidas de mamífero (Pcer e Ncer), concluindo-se que para o estudo de 
sistemas modelo de membrana de levedura a fitoceramida deve ser utilizada. 
Posteriormente, serão necessários mais estudos para definir melhor o diagrama. 
Sugere-se a observação de GUVs por microscopia de fluorescência, de modo a 
detectar de forma mais directa a formação de domínios e a sua abundância 
relativa, bem como as alterações morfológicas da bicamada induzidas pela 
fitoceramida (Pinto et al., 2008). Provavelmente será necessário utilizar outras 
sondas para esclarecer completamente o comportamento complexo do sistema, 
nomeadamente a sonda N-nitrobenz-2-oxadiazo-4-il-dioleoilfosfatidiletanolamina 
(NBD-DOPE) que permitiu dentificar a formação de um super gel no sistema 
POPC/PCer (Silva et al., 2006b). 
Os estudos realizados com a fitoceramida C18:0 deverão também ser no 
futuro realizados com a di-hidroceramida C24:0 de S. cerevisiae, que também está 
disponível comercialmente, uma vez que os ácidos gordos de esfingolípidos de 
levedura são muito longos (C24:0 e C26:0) (artigo ácidos longos de esfingolipidos). 
 Foi também utilizada a sonda Di-4-ANEPPS para caracterizar a influência do 
ergosterol e do colesterol nas propriedades biofísicas da membrana, concluindo-se 
que esta sonda apresenta um decaimento de intensidade de fluorescência bi-
exponencial com componentes curtas de 0,5-2 ns e 2-4,8 ns, sensíveis à fracção e 
tipo de esterol. Foi determinado o coeficiente de partição desta sonda num sistema 
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ld (POPC 13mol% ergosterol) e dois lo (POPC 41mol% ergosterol e DPPC 30mol% 
colesterol), a partir dos quais se concluiu que esta sonda tem uma preferência de 
incorporação pelo sistema que mimetiza as jangadas lipídicas da levedura. Por 
outro lado, pode-se concluir que, devido às diferenças provocadas pelos esteróis 
nos tempos de vida, anisotropia e espectros de emissão, esta sonda pode ser 
utilizada para caracterizar jangadas lipídicas em sistemas modelo e muito 
provavelmente em células de mamífero e/ou levedura. Neste sentido, planeia-se 
efectuar estudos de microscopia de fluorescência confocal em células de S. 
cerevisiae wt e mutantes na via de síntese do ergosterol marcadas com o Di-4-
ANEPPS.   
O estudo de sistemas binários constitui um primeiro passo na modelação da 
membrana plasmática de levedura. De modo a caracterizar um sistema que melhor 
mimetiza as interacções que nela ocorrem, pretende-se prosseguir com este 
projecto efectuando a caracterização do sistema ternário 
POPC/ergosterol/fitoceramida com as sondas t-PnA e Di-4-ANEPPS. O DPH não 
deve ser utilizado uma vez que as diferenças observadas nos perfis de anisotropia 
e tempos de vida dos sistemas POPC/fitceramida e POPC/ergosterol não são 
suficientes para permitirem distinguir a formação de uma terceira fase no sistema 
ternário.  
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